. aTENT cooperation TRE/ V 

From the INTERNATIONAL BUREAU 



PCT 

KinxicirATinN OF FLECTION 
(PCT Rule 61.2) 


To: 

United States Patent and Trademark 

Office 

(Box PCT) 

Crystal Plaza 2 

Washington, DC 20231 

ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in Its capacity as elected Office ^ 


Date of mailing (day/month/year) 
15 February 1999 (15.02.99) 


International application No. 
PCT/DE98/01797 


Applicant's or agent* s file reference 
K 2564 - sch/msl 


International filing date (day/month/year) 
24 June 1998 (24.06.98) 


Priority date (day/month/year) 
24 June 1997 (24.06.97) 


Applicant 

KUPPER, Jan-Heiner et al , 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

[X] in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

22 January 1999 (22.01.99) 



|~] in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



was 



2, The election | X| 

[ I was not 

.ade before the expiration of 1 9 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 



The Irrtemational Bureau of WIPO 
34, chemin des Colombetles 
1211 Geneva 20, Switeertand 



Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 



Christelle Croci 

Telephone No.: (41-22) 338.83.38 



VERTRA^STBER DIE INTERNATIONALE ZuAaMENARBEIT 

AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwaits 

K 2564 - sch/msl 


WEITERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzelchen 
PCT/DE 98/01797 


Internationales Anmeldedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 

24/06/1998 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

24/06/1997 


Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM et a1 . 



Dieser intemationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchen be horde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Biiro iibermittelt. 



Dieser Internationale Recherchenbericht umfa3t insgesamt 3 



Blatter. 



[xl Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der In diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1 . \^ Bestimmte Anspruche haben sich als nichtrecherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

2. Q Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung(siehe Feld II). 

3- Cx] internationalen Anmeldung ist ein Protokoll einer Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz offenbart; die Internationale 

Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt, 

I I das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingereicht wurde. 

[xl das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

I I dem jedoch keine Erklarung beigefugt war, daf3 der Inhalt des Protokolls nicht iiber den 

Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung hinausgeht. 

I I das von der Internationalen Recherchenbehorde in die ordnungsgemaBe Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtiich der Bezeichnung der Erfindung 

I I wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
fxl wurde der Wortlaut von der Behdrde wie folgt festgesetzt. 

IDENTIFIZIERUNG KANZEROGENER AGENZIEN DURCH SaUGETIER MIT HEMMUNG DER POLY 
(ADP-RIBOSE) POLYMERASE 

5. Hinsichtiich der Zusammenfassung 

fxl wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

I I wurde der Wortlaut nach Regel 38-2b) in der Feld ill angegebenen Fassung von dieser Behdrde 

festgesetzt. Der Anmelder kann der Internationalen Recherchenbehorde innerhalb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses internationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



6. Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu verCffentiichen: 

Abb. Nr. ] wie vom Anmelder vorgeschlagen keine der Abb. 

[xl wei) der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I well diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1992) 



VERTRA 



gAeR die INTERNATIONALE ZUS^MENARBEIT 

WDF DEM GEBIET DES PATENTWWENS 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Arlikel 1 8 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

K 2564 - sch/msl 


siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des intemationalen 
Recherchenberichts (Fomnblatt PCT/lSA/220) sowie. soweit 
VORGEHEN zutreffend. nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 98/01797 


Internationales Anmeldedatunn 
(T ag/Monat/Jahr) 

24/06/1998 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

24/06/1997 


Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM et a1 . 



Dieser Internationale Recherchenbericht wurde von der Intemationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt. Eine Kopie wird dem Intemationalen Buro ubermittelt. 



Dieser intemationale Recherchenbericht umfaRt insgesamt 3 



. Blatter. 



fxl Daruber hinaus liegt ihm jeweits eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1. 1^ Bestimmte Anspriiche haben slch als nichtrecherchlerbar erwtesen (siehe Feld I). 

2. 1^ Mangelnde Etnhettiichkelt der Erflndung(siehe Feld II). 

3- [x] ''^ intemationalen Anmeldung ist ein Protokoll elner Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz often bart; die intemationale 
Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt, 

I I das zusammen mit der intemationalen Anmeldung eingereicht wurde. 

[xl das vom Anmelder getrennt von der intemationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

I I dem jedoch keine Erklarung beigefugt war, daB der Inhalt des Protokolls nicht uber den 

Offenbarungsgehalt der intemationalen Anmeldung in der eingereichten Fassung hinausgeht. 

I I das von der Intemationalen Recherchenbehorde in die ordnungsgemaBe Form ubertragen wurde. 

4. Hinsichtlich der Bezelchnung der Erfindung 

I I wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
fxl wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt. 

IDENTIFIZIERUNG KANZEROGENER AGENZIEN DURCH SaUGETIER MIT HEMMUNG DER POLY 
(ADP-RIBOSE) POLYMERASE 

5. Hinsichtlich der Zusammenfassung 

[Y1 wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

I I wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld III angegebenen Fassung von dieser Behorde 

festgesetzt. Der Anmelder kann der Intemationalen Recherchenbehorde innertialb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses intemationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



6. Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: 

Abb. Nr. 1 wie vom Anmelder vorgeschlagen 

I y I weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
I I weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



I I keine der Abb. 



Fomiblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juti 1992) 



INTERNATIONA! RECHERCHENBERICHT 



nationates Aktenzeichen 

T/DE 98/01797 



A. KLASSIFIZIERUNG OES ANMELOUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C12N15/00 A01K67/027 C1201/68 C12N9/10 C12N15/54 



Nach der Internationalen PatentMassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Klassifikation und der IPK 

B. RECHERCHIERTE GEBIETE 

Recherchierter MindestprOfstoff (Ktassrfikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 AOIK 



Recherchierte aber nicht zum MindestprOfstoff gehorende Veroffentlichungen. soweit diese unter die recherchierten Gebrete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsuttlerte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* 


BezGlchnung der Veroffentllchung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


A 


wo 96 18737 A (DEUTSCHES KREBSFORSCH 


1 




;BUERKLE ALEXANDER (DE); ZUR HAUSEN HARALD 






() 20. Juni 1996 






siehe das ganze Dokument 




A 


KUPPER, J.H. ET AL.: "Trans -dominant 


1 




inhibition of poly(ADP-Ribosyl )ation 






sensitizes cells against gamma-irradiation 






and N-methyl-N'-Nitro-N-nitroguanidine but 






does not limit DNA replication of a 






polyomavirus rep 1 icon" 






MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY, 






Bd. 15, Nr. 6, Seiten 3154-3163, 






XP002090237 






WASHINGTON US 






siehe das ganze Dokument 






-/-- 





Weltere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



* Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 
"A" Veroffentllchung, die den allgemeinen Stand der Technlk definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum verdffentlicht worden ist 



Veroffentltehung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenberlcht genannten Veroffentllchung belegt v/erden wy 
sol) Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

Veroffentllchung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 
eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

Veroffentllchung, die vor dem internationalen Anmeldedatum. aber nach 
dem beanspnjchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist * 



Spatere Veroffentllchung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert. sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der ihr zugrundellegenden 
Theorie angegeben Ist 

Veroffentllchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgmnd dieser Veroffentllchung nk;ht als neu oder auf 
erf inderischer Tatigkett beruhend betrachtet werden 

Veroffentllchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentllchung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
dIese Vertjindung fur einen Facnmann naheliegend ist 

Veroffentlrchung, die Mitglled dersetben Patentfamilie Ist 



Datum des Abschlusses der Internationalen Recherche 

18. Januar 1999 


Absendedatum des Internationalen Recherche nberichts 

01/02/1999 


Name und Postanschrift der Internationalen Re cherchenbe horde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachti0er Bediensteter 

Chambonnet, F 



Fomitilatt PCT/tSA/210 (Blatt 2) (JuQ 1992) 



Seite 1 von 2 



INTERNATIONA 



ECHERCHENBERiCHT 



1 



rnationales Aktenzefchen 

tT/DE 98/01797 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie*^ 



Bezeichnung der Verofferrtlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Bdtrachtkommenden Teile 



Betr. Anspojch Nr. 



KUPPER, J.H. ET AL.: "Trans-dominant 
inhibition of poly(ADP-r1bosyl )ation 
potentiates carcinogen-induced gene 
amplification in SV40-transf ormed Chinese 
Hamter cells " 
CANCER RESEARCH, 

Bd. 56, Nr. 12, 15. Juni 1996, Selten 
2715-2717, XP002090238 
MD US 

siehe das ganze Dokument 

MOLINETE, M. ET AL.: "Overproduction of 

the poly(ADP-ribose) polymerase 

DNA-binding domain blocks 

alkyl at ion-induced DNA repair synthesis in 

mammalian cells" 

EMBO JOURNAL, 

Bd, 12, Nr. 5, 1993, Seiten 2109-2117, 
XP002090239 
EYNSHAM, OXFORD GB 
siehe das ganze Dokument 

DE 44 33 130 A (DEUTSCHES KREBSFORSCH) 

21. Marz 1996 

siehe das ganze Dokument 

WO 95 24379 A (CANCER RES CAMPAIGN TECH 
;GRIFFIN ROGER JOHN (GB); CALVERT ALAN HI) 
14. September 1995 
siehe das ganze Dokument 

EP 0 757 102 A (PLANT GENETIC SYSTEMS NV) 

5. Februar 1997 

siehe das ganze Dokument 



Formbtatt PCTVISA/ai 0 (Fortsetzung von Blatt 2) (Juli 1 992) 



Seite 2 von 2 



INTERNATION 

Angaben zu V/eroffentlichungi 



CHERCHENBERICHT 

'mt selben Patentfamilie gehoren 



lales Aktenzeichen 

irf-/DE 98/01797 



Im Recherche nbericht 
angetuhrtes Patentdokument 


Datum der 
VerSffendichung 


Mitglied(er) der 
Patentfamilie 


Datum der 
VerotfentlictiunQ 


WO 9618737 A 


20-06-1996 


DE 


4444949 


C 


21-11-1996 






EP 


0871742 


A 


21-10-1998 






JP 


10510160 


T 


06-10-1998 



DE 4433130 A 21-03-1996 WO 9608571 A 21-03-1996 

EP 0726959 A 21-08-1996 
JP 9507757 T 12-08-1997 



WO 9524379 A 14-09-1995 



AU 


693167 


B 


25- 


-06- 


1998 


AU 


1856595 


A 


25- 


-09- 


1995 


CA 


2184747 


A 


14- 


-09- 


1995 


CN 


1143358 


A 


19- 


-02- 


1997 


EP 


0749415 


A 


27- 


-12- 


1996 


EP 


0879820 


A 


25- 


-11- 


1998 


JP 


9510704 


T 


28- 


-10- 


1997 


US 


5756510 


A 


26- 


-05- 


■1998 



EP 0757102 


A 


05-02-1997 


AU 


6739896 


A 


05-03-1997 








CA 


2200496 


A 


20-02-1997 








WO 


9706267 


A 


20-02-1997 








EP 


0795019 


A 


17-09-1997 



FormWan PCTyiSA/210 (Anhang Palenttamflie)(JuD 1992) 



VERTTRAG UB^^IE INTERNATIONALE ZUSA MME NARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESeW 



Absender: MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PROFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



An: 

SCHUSSLER, Andrea - - — 
Tmderinger Strasse 246 
D-81825 Munchen 

ALLEMAGNE 1. 1 


PCT 

MITTEILUNG UBER DIE UBERSENDUNG 
. DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
' - PRUFUNGSBERICHTS 

(Kegel / 1 .t ro i ; 


Absendedatum ll R {V\ 9§ 
(Tag/Monat/Jahr) ' > 


Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
K 2564 - sch/msl 


WICHTTGE WinTEILUNG 


Internationales Aktenzeichen Internationales Anmeldedatum (Tag/Monai/Jahr) Prioritatsdatum (T ag/Monai/Jahr) 
PCT/DE98/01 797 24/06/1 998 24/06/1 997 


Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM et aL 





1 . Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB ihm die mit der intemationalen vorlauf igen Prufung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der intemationalen Anmeldung erstellten intemationalen vorlauf igen Prufungsbericht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen, Gbermittelt. 

2. Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Aniagen - dem Intemationalen Buro zur 
Weiterleitung an alie ausgewahlten Amter Gbermittelt. 

3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Aniagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubemiitteln. 



4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innertialb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtem noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Obersetzungen und Entrichtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) {siehe auch die durch das 
Intemationale Buro im Formblatt PCT/IB/301 ubermittelte Information). 

1st einem ausgewahlten Amt eine Obersetzung der intemationalen Anmeldung zu ubermittein, so mu6 diese 
Ubersetzung auch Obersetzungen aller Aniagen zum intemationalen vorlaufigen Prufungsbericht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Obersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtem 
direkt zuzuleiten. 

Wertere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordemissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen Prufung 
beauftragten Behorde 



Europaisches Patentamt 
D-80298 Munchen 

Tel. (+49-89) 2399-0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 



BevoIImachtigter Bediensteter 
Digiusto. M 

Tel. (+49-89) 2399-8162 



Formblatt PCT/IPEA/416 (Juli 1992) 



VERTRAG UBER 



1^1 



E INTERNATIONALE ZUSAWO E N ARBEIT AUF DE M 
GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 



m 2 3 



MAR 1939 



^1 



PO 



PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
K 2564 - sch/msl 


siehe Mitteilung uber die Obersendung des Internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/lPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE98/01797 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
24/06/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
24/06/1997 



Internationale Patentklassification (IPK) oder nationale Wassifikation und IPK 
C12Q1/68 



Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM et al. 



1 . Dieser internatlonale voriaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationals vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gema3 Artikel 36 Qbermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaRt insgesamt 4 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuRerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zelchnungen, die geSndert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen. und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Venwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen Insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

Qrundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuhelt. erfinderische Tatlgkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 
Mangelnde EInheitlichkeit der Erfindung 

BegrQndete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatlgkeit und der 
gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestfmmte angefOhrte Unterlagen 

Bestfinmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 







II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Datum der Einreichung des Antrags 



22/01/1999 



Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 
0-80298 MQnchen 

Tel. (+49-89) 2399-0 Tx: 5236S6 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



1 8. 03. 99 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Hoesel, H 

Tel. Nr. (+49-89) 2399 




Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/01 797 



1. Grundlage d s Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts ais "ursprunglidi eingereicht" and sind ihm 
nicht beigefugU weil sie keine Anderungen enthalten,): 

Beschreibung, Seiten: 

1-9 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-9 ursprungliche Fassung 

Zeichnungen, Blatter: 

1/1 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

V. Begrundete Fesfstetlung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und d r 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1 - 9 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1 - 9 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-9 

Nein: Anspruche 

Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VHI. Blatt 1) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/01 797 



2. Unteriagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der i titer nationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die intemationale Annneldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-Vlll, Blatt 2) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/01 797 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 

SEKTIONV: 

1 . Das anspruchsgemaBe Verfahren zur Identifizierung von kanzerogenen 

Substanzen bzw. die anspruchsgemaBe Venwendung ist durch den vorliegenden 
Stand der Technik weder neuheitsschadlich vorweggenommen noch daraus in 
naheliegender Weise ableitbar. Folglich erfiillt der Gegenstand der Anspruche 1 - 
9 die Erfordernisse der Art. 33(2) und (3) PCT. 

SEKTIONVII: 

1 . Im gegenwartigen Wortlaut umfassen die unabhangigen Anspruche 1 und 7 auch 
die Venwendung von Menschen als zu testendes Saugetier. Der PCT enthalt zwar 
hinsichtlich des Schutzumfangs des Terminus "(Sauge)-Tier" in Zusammenhang 
mit dessen Einsatz in technischen Verfahren und eines potentiellen Konflikts mit 
ethischen Grundsatzen keine einheitliche Richtlinien, eine medizinische Oder 
industrielle Nutzung von Menschen muB jedoch gemaB der gangigen 
Rechtspraxis des EPA (Art. 53(a) EPU) im Anspruchswortlaut (z.B. anhand eines 
geeigneten Disclaimers) eindeutig ausgeschlossen sein. 



Formblatt PCT/BeiblaW409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



• 

wem ill 



DerAnirag ist bei der zustdndigen mit der intemationalen vorldufigen Priifung beauftragten Behdrde oder, wem Dvei oder mehr Behdrden zustdndig sind, bei der 
vom Anmelder gewdhhen Behdrde einzureichen. Der Anmelder kann den Namen oder den Zweibuchsiaben-Code der Behor deauf der nachstehenden Zeile ansebe n. 

IPEA/ 



PCX 



ANTRAG AUF INTERNATIONALE VORLAUFIGE PRUFUNG 

nach Artikel 31 des Vertrags iiber die intemationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des Patentwesens: 
Der (die) Unterzeichnete(n) beantragi (beantragen), da6 fiir die nachstehend bezeichnete intemationale Annneldung 
die intemationale vorlaufige Priifung nach dem Vertrag iiber die intemationale Zusammenarbeit auf dem 

Gebiet des Patentwesens durchgefiihn wird. 



, Von der mit der intemationalen vorlaufigen Priifung beauftragten Behorde auszufullen > 



Bezeichnung der IPEA 



Eingangsdatum des ANTRAGS 



Feld Nr. I KENNZEICHNUNG DER INTERNATIONALEN ANMELDUNG 


Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

K 2564 - sch/msl 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE98/01797 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 

24.Junil998 (24.06.98) 


(Friihester) Priori tatstag (Tag/Monat/Jahrj 
24.Junil997 (24.06.97) 



Bezeichnung der Erfindung 

Verfahren zur Identif izierung kanzerogener Agenzien 



Feld Nr. II ANMELDER 



Name und Anschrifl: (Familienname, Vormme; bei juristischen Personenvolistdndigecimtliche Bezeichnung. 

Bei der Anschrifl sind die Posiieiizahl und der Name des Staais anzugeben.) 



Deutsches Krebsf orschungszentrum 
Stiftung des offentlichen Rechts 
Im Neuenheimer Feld 280 



D-69120 Heidelberg 



Telefonnr.: 



Telefaxnr.: 



Femschreibnr.r 



Staatsangehorigkeit (Staat): 



DE 



Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 



DE 



Name und Anschrift: (Familienname. Vomame: bei juristischen Personen voUstdndige amiliche Bezeichnung. Bei der Anschrifl sind die Posiieiizahl und der Name des Stoats anzugeben.) 

KUPPER, Jan-Heiner 
Fliederstr . 3 



D-69256 Mauer 



Staatsangehoriekeit (Staat): 

DE 



Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

OE 



Name und Anschrift: (Familienname. Vomame: bei juristischen Personen vollsidndige amiliche Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postteitzfihi und der Name des Stoats anzugeben.} 

BURKLE , Alexander 
Hans-Thoma-Str . 18 

D-69181 Leimen 



Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


\{ 1 Weitere Anmelder sind auf einem Fortseizungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/IPEA/40I (Blatt 1) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



2 

Blatt Nr. . . 



Internationales Aktenzeichen 
=>CT/DE98/01797 



Fortsetzung von Feld Nr. II ANMELDER 

Wird keines der folgenden Felder benutzt, so ist dieses Blatt dent Antrag nicht beizufUgen, 
Name und Anschnft: { Famiienname, Vomame: bei juristischen Personen vollstcndige amtliche Bezeichnung. Bei der Anschrifi sind die Posileitmhl und der Name des Stoats anzugeben ) 

van GOOL, Leon 
Dompf af fenweg 6 

D-69123 Heidelberg 



Staatsangehorigkeit (Staat): 

NL 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

OE 


Name und Anschnft: (Familienmime. Vomame: bei juristischen Personen voUstdndige amtliche Bezeichnung. Bei der Anschrifi sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben. } 


zus HAUSEN, Harald 
Eichenweg 1 

D-69483 Waldmichelbach 




Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Name und Anschnft: (Familienname. Vomame: bei juristischen Personen vollstdndige amtiiche Bezeichnung. Bei der Anschrifi sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. ) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 


Name und Anschnft: (Familienname, Vomame: bei juristischen Personen vollstdndige amtliche Bezeichnung. Bei der Anschrifi sind die Postleitzahl und der Name des Siaats anzugeben. } 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 


[ 1 Weitere Anmelder sind auf einem zusatzlichen Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/IPEA/401 (Fortsetzungsblatt) (Januar 1994; Nachdruck Januar 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 
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Internationales Aktenzeichen 




Blatt Nr 




PCT/DE98/01797 



Fe\d Nr. lU ANWALT ODER GEiMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLANSCHRIFT 



I j gemeinsamer Vertreter 



Die folgende Person ist | X| Anwalt 
und ^ 

wird hiermit bestellt: eine etwaise friihere Bestellune eines Anwaks/gemeinsamen Venreters wird hiemnii widerrufen 



ist vom (von den) Anmelder(n) bereits friiher besielli worden und vertriti ihn (sie) auch fur die iniemationale vorlaufige 
Priifuna. 



□ 
□ 



wird hiermit zusiitzlich zu dem bereits friiher besiellten Anwali/gemeinsamen Vertreter, nur fur das Verfahren vor der 
mit der intemationalen vorliiufisen Priifuns beauftragten Behorde bestelh. 



Name und A n SC hn ft ; ( Famiiienname, Vomame: beijurisiischen Personen vollsiandige amiiiche Beieichn ung. 

Bei der Anschrift sind die Posileiizahl und der Name des Staats anzugeben.) 


Telefonnr.: 


089/42724748 


Dr. Andrea SchuBler 
Truderinger Str . 246 


Teiefaxnr.: 


089/42724749 


D-81825 Munchen 


Femschreibnr.: 



□ 



Dieses Kastchen ist anzukreuzen. wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und stait dessen im obigen 
Feld eine spezielle Zusiellanschrifi angegeben wird. 



Feld Nr. IV ERKLARUNG BETREFFEND ANDERUNGEN 



Der Anmelder wunscht. da6 die mit der intemationalen vorlaufigen Priifuns beauftragte Behorde* 
i) 



ii) 



□ 



die intemationale vorlaufige Priifung auf der Grundlage der intemationalen Anmeldung in der urspriinglich 
eingereichten Fassung aufnimmt. 



.ii) n 
iv) □ 
V) □ 



die Anderungen nach Artikel 34 

I I der Beschreibung (Andemngen liegen bei) 

I I der Anspriiche (Andemngen liegen bei) 

I I der Zeichnungen (Andemngen liegen bei) 
berucksichtigt. 

die beim Intemationalen Biiro einsereichten Andemnsen der Anspriiche nach Anikel 19 beriicksichiiet (Kopie liest 
bei). 

die Andemngen der Anspriiche nach Anikel 19 nichi berucksichtigt, sondern als iiberholt ansieht. 

den Beginn der intemationalen vorlaufigen Priifung bis zum Ablauf von 20 Monaten ab dem Prioritiitsdatum 
aufschiebi. sofem die Behorde nicht eine Kopie nach Artikel 19 vorgenommener Andemngen oder eine Erklamng des 
Anmelders erhalt, daB er keine solchen Anderungen vomehmen will (Regel 69.1 d)). (Dieses Kastchen darf nur 
angekreuzt werden, wenn die Frist nach Artikel 19 noch nicht abgelaufen ist.) 



Wenn kein Kastchen angekreuzt wird. wird mit der intemationalen vorlaufigen Priifung auf der Gmndlage der intemationalen 
Anmeldung in der urspriinglich eingereichten Fassung begonnen; wenn eine Kopie der Andemngen der Anspriiche nach 
Artikel 19 und/oder Andemngen der intemationalen Anmeldung nach Artikel 34 bei der mit der intemationalen vorlaufigen 
Priifung beauftragten Behorde eingeht, bevor diese mit der Erstellung eines schriftlichen Bescheids oder des intemationalen 
vorlaufigen Priifungsberichts begonnen hat, wird jedoch die geanderte Fassung verwendet. 



Feld Nr. V BENENNUNG VON STAATEN ALS AUSGEWAHLTE STAATEN 



Der Anmelder benennt als ausgewahlte Staaten alle auswahlbaren Staaten (das heifii, alle Staaten, die besiimmi wurden 
und durch Kapitel II des PCT gebunden sind) ausgenommen 



(Mochte der Anmelder bestimmte Staaten nicht auswdhlen, sind die Namen oder Zweibuchstaben-Codes dieser Staaten 
auf den obenstehenden Zeilen anzugeben.) 



Formblatt PCTAPEA/401 (Blatt 2) (Januar 1994; Nachdmck Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blatt Nr. 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE98/01797 



Feld Nr. VI KONTROLLISTE 



Dem Antrag liegen folgende Unterlagen fiir die Zwecke der 
iniemaiionalen vorlaufisen Priifung bei: 



I, 


Anderungen nach Artikel 34 




erhalten 


nicht erhalten 




Beschreibung : 


Blatter 


□ 


□ 




Anspriiche 


Blatter 


□ 


□ 




Zeichnungen 


Blatter 


□ 


□ 


2. 


Begleitschreiben zu den 




□ 


□ 




Anderungen nach Artikel 34 : 


Blatter 


3. 


Kopie der Anderungen nach Artikel 1 9 : 


Blatter 


□ 




4. 


Kopie einer Erklarung nach Anikel 19 


Blatter 


□ 


□ 


5. 


Sonstige (einzeln auffuhren) : : 


Blatter 


□ 


□ 



Von der mit der intemaiionalen vorlaufigen Priifung 
beauftrasien Behorde auszufullen 



Dem Antrag liegen aufierdenn die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 

1. [ j unterzeichnete gesondene Vollmacht 4. |^ | Blatt fur die Gebuhrenberechnung 

2. I I Kopie der allgemeinen Vollmacht 5. [x | sonstige (einzeln auffuhren): 

3. I I Begrundung fiir das Fehlen der Unterschrift 



V-Scheck Nr. 818934326 



Feld Nr. VII UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS, ANWALTS ODER GEMEINSAMEN VERTRETERS 



Der Name jeder unterzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen. and es ist anzugehen, sofern sich dies nicht aus dem Antrag ergibi. 
in welcherEigenschaftdie Person unterzeichnet. 

Munchen, 22. Januar 1999 




Dr. Andrea Schufiler 



Von der mit der intemationalen vorlaufisen Priifune beauftrasien Behorde auzufiillen 



I. Datum des tatsachlichen Einsanss des ANTRAGS: 



2. Geandertes Eingangsdatum des Anirags aufgrund 
von BERICHTIGUNGEN nach Kegel 60. 1 .b);^ 



3 I j Eingangsdatum des Antrags NACH Ablauf von 19 Monaten ab 

I 1 Priori tatsdatum; Punkt 4 und Punkt 5, unten. fmden keine Anwendung. 



□ 



Der Anmel ier wurde 
entsprechend unterrichtet 



4. I I Eingangsdatum des Antrags INNERHALB 19 Monate ab Prioritatsdaium wegen Fristverlangerung nach Kegel 80.5. 



□ Das Eingangsdatum des Antrags liegt nach Ablauf von 19 Montaten ab Prioritatsdaium, der verspatete Eingang ist aber nach 
Reael \ " ^ 



ggel 82 ENTSCHULDIGT. 



Vom Intemationalen Biiro auszufullen 



Antrag vom IPEA erhaJten am: 



Formblatt PCT/IPEA/401 (letztes Blatt) (Januar 1994: Nachdruck Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsforwular 



PCX 

ANTRAG 

Der Unterzeichnete beantragt, dafi die vorliegende 
internaiionale Anmeldung nach dem Vertrag iiber die 
intemationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 


Intemauonales Akienzeichen 


Internationales Anmeldedatum 


Name des Anmeldeamis und "PCX International Application'' 


Pateniwesens behandelt wird. 


Aktenzeichen des Anmelders oder An waits (falls gewiinscht) 
(max. 12 Zeichen) K 2564 - SCh/msl 


Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 
Verfahren zur Identif izierung kanzerogener Agenzien 


Feld Nr. II ANMELDER 


Name und Anschrift: {Familienname, Vomame: bei juristischen Personen voUstdndige amiliche 
Bezeichnung, Bei der Anschrifl sind die Posileiizahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angesebene Staat ist der Staai des Siizes oder Wonnsitzes des 
Anmelders, sofem nachsiehena kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

Deutsches Krebsf orschungszentrum 
Stiftung der of f entlichen Rechts 
Im Neuenheimer Feld 280 
69120 Heidelberg 


1 1 Diese Person ist 
' ' gleichzeitig Erfinder 

Telefonnr.: 
Teiefaxnr.: 
Femschreibnr.: 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person isiAnmeider i 1 alle Bestim- ["^ alleBesiimmungsstaatenmiiAusnahme 1 1 nur die Vereinigten 1 I die im Zusatzfeld 
furfolgendeStaaten: | | mungssiaaten |_a_J der Vereinigten Staaten von Amerika | | Staaten von Amerika | | angegebenenStaaien 


Feld Nr. Ill VVEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Name und Anschrift: (Familienname, Vomame; bei juristischen Personen voUstdndige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben, Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wonnsitzes des 
Anmelders, sofem nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

KUPPER, Jan-Heiner 
FliederstraBe 3 
69256 Mauer 


Diese Person ist: 
* 1 1 Anmeider 

1 X I Anmeider und Erfinder 

j 1 nur Erfinder (Wird dieses Kastchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig. ) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 

DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person isiAnmeider i 1 alle Bestim- 1 1 alleBestimmungsstaatenmit Ausnahme Py 1 nur die Vereinigten i i die im Zusatzfeld 
furfolgendeStaaten: | | mungsstaaten I | der Vereinigien'Staaten von Amerika Li | Staaten von Anrierika | | angegebenen Staaten 


1 1 Weiiere Anmeider und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 


Feld Nr. IV ANWALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZUSTELLANSCHRIFT 


Die folgende Person wird hiermit bestellt/ist bestellt worden, urn fiir den (die) Anmeider r~~i . . | 1 gemeinsamer 

vor den zustandigen intemationalen Behorden in folgender Eigenschaft zu handeln als: 1 X | | | Venreter 


Name und Anschrifl: { Familienname, Vorname: bei jiinstischenPersonenvollsidridigeamtlicheBezeichnung. 

Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzugeben.) 

Dr. Andrea SchuBler 
Truderinger Str. 246 

81825 Munchen 


Telefonnr.: 

089/42724748 

Teiefaxnr.: 

089/42724749 

Femschreibnr.: 


1 1 Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwali oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen im obigen Feld 
1 1 eine spezielle Zustellanschrift angegeben ist. 



Formblatt PCT/RO/101 (Blatt 1) (Januar 1997: Nachdruck Januar 1998) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Blati Nr. 



Fortsetzung von Feld Nr. UI VV^ITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Wird keines der folgenden Felder benutzt, so ist dieses Blatt dem Antrag nicht beizufugen. 


Name und Anschrift: {Familienname, Vomame: bei jurisiischen Personen vollstdndige amiUche 
Bezeichnun^. Bei der Anschrifi sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrifi angegebene Staat ist der Siaai des Sines oder Wohnsirzes des 
Anmelders, sofem nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

BURKLE, Alexander 
Hans-Thoma-Str . 18 
69181 Leimen 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 ^ 1 Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

1 1 angekreiizt, so sind die nachstelienden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsangehbrigkeit (Staat): 

DE 


Sitz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder i 1 alle Bestim- j 1 alle Bestimmungssiaaien mil Ausnahme 1 I nur die Vereinigien I | die im Zusatzfeid 
fiirfolgendeStaaien: | | mungssiaaien | | der Vereinigten Staaien von Amerika \X 1 Staaien von Amerika | | angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname: bei Juristischen Personen vollstdndige amtiiche 
Bezeichnuno Bei der Anschrifi sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofem nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

van GOOL, Leon 
Dompfaf fenweg 6 
69123 Heidelberg 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 X 1 Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfmder (Wird dieses Kcistchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nicht notig.) 


Staatsansehoriskeii (Staat): 

NL 


Siiz oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder i 1 alie Bestim- | 1 alle Bestimmungssiaaten mil Ausnahme | y i nur die Vereinigien 1 1 die im Zusatzfeid 
fur folgende Staaten: | | mungsstaaten | | der Vereinigien Staaten von Amerika 1 ^ 1 Staaien von Amerika | I angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname: bei Juristischen Personen vollstdndige amtiiche 
Bezeichnuns. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzuseben, Der 
in diesem Feld in der Anschrifi angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofem nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

zur HAUSEN, Harald 

Eichenweg 1 

69483 Waldmichelbach 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 X I Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

A ngaben nicht notig. } 


Staatsangehoriskeit (Staat): 

DE 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 

DE 


Diese Person ist Anmelder i | alle Bestim- 1 1 alle Bestimmungssiaaten mil Ausnahme rT7~| nur die Vereinigien r~~l die im Zusatzfeid 
furfoigende Staaten: | | mungsstaaten | | der Vereinigien'Staaien von Amerika 1 ^ 1 Staaten von Arnerika | [ angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname. Vomame: bei juristischen Personen vollstdndige amtiiche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrifi angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wolmsitzes des 
Anmelders, sofem nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 1 Anmelder und Erfirtder 

j 1 nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 
l_l angekreuzt, so sind die nachstehenden 
A ngaben nicht notig. ) 


Siaatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz Oder Wohnsitz (Staat): 


Diese Person ist Anmelder j | alle Bestim- r~~| alle Bestimmungssiaaten mil Ausnahme | | nur die Vereinigien j | die im Zusatzfeid 
furfoigende Staaten: 1 { mungsstaaten | | der Vereinigten Staaten von Amerika ! i Staaien von Amerika ! | angegebenen Staaten 


1 1 Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem zusaulichen Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT/RO/101 (Fortsetzungsblatt) (Januar 1997: Nachdruck Januar 1998) Siehe Anmerkungen zit diesem Antragsformular 



Blatt Nr . 3 . 



Feld Nr. V BESTIMMUNG VON STAATEN 



Die folgenden Besummungen nach Regel 4.9 Absatz a werden hiermit vorgenommen (bine die emsprechenden Kdstcken ankreuien: wenigstens 
ein Kdstchen miifi angekreuzi werden): 

Regionales Patent 

□ AP ARIPO-Patent: GH Ghana. GM Gambia, KE Kenia. LS Lesotho. MW Malawi, SD Sudan. SZ Swasiland, 

UG Uganda. ZVV Simbabwe und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des Harare-Protokolls und des PCX ist 

□ EA Eurasisches Patent: AM Armenien. AZ Aserbaidschan. BY Belarus. KG Kirgisistan, KZ Kasachstan, MD Republik 

Moldau. RU Russische Foderation. TJ Tadschikisian. TM Turkmenistan und jeder weitere Staat. der Venragsstaat des 
Eurasischen Patentiibereinkommens und des PCT ist 
g( EP Europaisches Patent: AT Osterreich, BE Belgien, CH und LI Schweiz und Liechtenstein, DE Deutschland, 
DK Danemark. ES Spanien. FI Finnland. PR Frankreich. GB Vereinigtes Konigreich. GR Griechenland. IE Irland. 
IT Italien. LU Luxemburg. iVIC Monaco, NL Niederlande. PT Ponugal, SE Schweden und jeder weitere Staat, der 
Vertragsstaat des Europaischen Patentiibereinkommens und des PCT ist 

□ OA O API-Patent: BF Burkina Faso. BJ Benin, CF Zentralafrikanische Repubiik. CG Kongo. CI Cote dl voire, 

CM Kamerun. GA Gabun, GN Guinea. ML Mali. MR Mauretanien, NE Niger. SN Senegal, TD Tschad. TG Togo 
und jeder weitere Staat. der Venragsstaat der OAPI und des PCT ist (falls eine andere Schutzrechtsart oder ein sonsiiges 
Verfahren gewiinscht wird, bine auf der gepiinkieien Linie angeben) 

Nationales Patent (fails eine andere Schutzrechisari oder ein sonstiges Verfahren gewiinschi wird, bine auf der gepunkieten Linie angeben): 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



AL 

AM 

AT 

AU 

AZ 

BA 

BB 

BG 

BR 

BY 

CA 



CU 

CZ 

DE 

DK 

EE 

ES 

FI 

GB 

GE 

GH 



ID 

IL 

IS 

JP 

KE 

KG 

KP 



Albanien 

Armenien 

Osterreich 

Australian 

Aserbaidschan 

Bosnien-Herzegowina 

Barbados 

Bulgarien 

Brasilien 

Belarus 
Kanada 

CH und LI Schweiz und Liechtenstein 

CN China 

Kuba 

Tschechische Republik 

Deutschland 

Danemark 

Estland 

Spanien 

Finnland 

Vereinigtes Konigreich 

Georgien 

Ghana 

GM Gambia 

GVV Guinea-Bissau 

HU Ungam 

Indonesien 

Israel 

Island 

Japan 

Kenia 

Kirgisistan 

Demokratische Volksrepublik Korea 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 



LT 
LU 
LV 



Litauen 

Luxemburg 

Lettland 



MD Republik Moldau 

MG Madagaskar 

MK Die ehemaiige jugoslawische Republik 

Mazedonien 

MN Mongolei 

MW Malawi 

MX Mexiko 

NO Norwegen 

NZ Neuseeland 

PL Polen 

PT Ponugal 

RO Rumanien 

RU Russische Foderation 

SD Sudan 
SE Schweden 
SG Singapur 

SI Slowenien 

SK Slowakei 

SL Sierra Leone 

TJ Tadschikistan 

TM Turkmenistan 

TR Turkei 

TT Trinidad und Tobago 

UA Ukraine 

UG Uganda 

US Vereiniste Staaten von Amerika 



UZ 
VN 
YU 
ZW 



Usbekistan 
Vietnam . . . 
Jugoslawien 
Simbabwe 



KR 
KZ 
LC 
LK 
LR 
LS 



Republik Korea 
Kasachstan . . . 
Saint Lucia 
Sri Lanka 
Liberia 

Lesotho 



Kastchen fur die Bestimmung von Staaten (fiir die Zwecke eines 
nationalen Patents), die dem PCT nach der Veroffentlichung 
dieses Formblatts beiaetreten sind: 

□ 

□ 

□ 



Zusatzlich zu den oben genannten Bestimmungen nimmt der Anmelder nach Regel 4.9 Absatz b auch alle anderen nach dem 

PCT zulassigen Bestimmungen vor mit Ausnahme der Bestimmung von . 

Der Anmelder erkJiin. daC diese zusatzlichen Bestimmungen unter dem Vorbehalt einer Bestaugung stehen und jede zusatzliche 
Bestimmung. die vor Ablauf von 15 Monaten ab dem Priori tatsdatum nicht bestatigt wurde, nach Ablauf dieser Frist als vom 
Anmelder zuruckgenommen gilt. (DieBesidiigung einer Bestimmimg erfolgtdurchdie Einreichmg einer Miaeilung, in der diese Besiimmimgangegeben wird, 
und die Zahlung der Bestimmungs- und der BestdiigmgsgebUhr. Die Besidtigung mufi beim Anmeldeamt innerhalb der Frist von 15 Monaien eingehen.) 



Formblatt PCT/RO/101 (Biatt 2) (Januar 199S) 



Siehe Anmerkimgen zu diesem Anrragsfomndar 
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Blatt Nr. ... 



Feld Nr. VI PRIORITATSANSPRUCH 



Die Prioritat der folgenden friiheren Anmeldung(en) wird hiermit beansprucht: 



Staat 
der Anmeldung) 


Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 


Akienzeichen 


Anmeldeami 

(ntir hfii rpoinn/ilpr n/ipr 

|/lltf (/C( / C£l(/f lUICr C/UCTr 

intemaiionaler Anmeldung) 


(1) 

Deutschland (DE) 


24. Juni 1997 
(24 .06 .97) 


197 26 824.2 




(2) 








(3) 









Dieses Kdsichen ankreuzen. wenn die beglaubigte Kopie der friiheren Anmeldung von demAmt ausgesielh werden soil, das fUrdie Zwecke dieser intemationalen Anmeldung 
Anmeldeami ist(eine Gebiihr kann verlangi werden): ^ 

SDas Anmeldeamt wird hiermit ersucht. eine beglaubigte Abschrift der oben in Zeile(n) 
bezeichneten friiheren Anmeldung(en) zu ersteUen und dem Intemationalen Biiro zu ubermiiteln. 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der Intemationalen Recherchenbehorde (ISA) (Sind zwei oder mehr Internationale 
Recherchenbehdrden fur die internationale Recherche zustdndig, ist der Name derBehdrde anzugeben, 

die die Internationale Recherche durchfiihren soil: Zweibuchstaben-Code geniigi) : IS A / EPA 

Friihere Recherche: Auszufiillen. wenn eine Recherche (internationale Recherche, Recherche imernationaler Art oder sonstige Recherche) bereits 
bei der intemationalen Recherchenbehorde beantragi oder von ihr durchgefiihri worden ist und diese Behdrde nun ersucht wird, die internationale 
Recherche soweit wie mogiich auf die Ergebnisse etner solchen friiheren Recherche lu stutzen. Die Recherche oder der Recherchenantrag ist durch 
Angabe der betreffendenAnmeldung{bz^v.aeren UbersetzimgjoderdesRecherchenantragszu bezeichnen. 

Staat Coder regionales Amt): Datum (Tag/Monat/Jahr) : Aktenzeichen: 



Weitere Priori taisanspruche sind im Zusaafeld angegeben. | | 



Feld Nr. VIH KONTROLLISTE 



Diese internationale Anmeldung umfaBt: 



1. 


Antrag 


4 


Blatter 


2. 


Beschreibung 


9 


Blatter 


3. 


Anspriiche 


2 


Blatter 


4. 


Zusammenfassung 


1 


Blatter 


5. 


Zeichnungen 


1 


Blatter 




Insgesamt 


17 


Blatter 



Dieser intemationalen Anmeldung liegen die nachstehend angekreuzten Unterlagen bei: 



Unterzeichneie gesondene 
Volimacht 



• n 

2 I I Kopie der allgemeinen 
i 1 Volimacht 



5. |X I Blatt fiir die Gebuhrenberechnung 

6. I I Gesonderte Angaben zu hinter- 
I I legten Mikxoorg'anismen 



3. I I Begriindung fur das Fehlen 7. I I Sequenzprotokolle fur Nucleotide 
' ' der^Unterschrift * ' und/oder Aminosauren (Diskette) 

^- I I Priontatsbeleg(e) rrf«rc/7 8. [XH Sonsuot (einzeln auffiihren): 
I » die Zeilenniimmer von Feld I 1 ^ -^-^ 

Nr. VI kennzeichnen): Scheck , Text f. Priobeleg 



Abbildung Nr. 



der Zeichnungen (falls vorhanden) soil mit der Zusammenfassung veroffentlicht werden. 



Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 



Der Name jeder unierzeichnenden Person ist neben der Unterschrift zu wiederholen, und es ist anzugeben, sofem sich dies nichi eindeiiiig aus dem Antrag 
ergibl in welcher Eigenschaft die Person unierzeichnet. 



Munchen, 24. Juni 1998 



Dr. Andrea Schiifiler 
rPatent anwaltin^ 



. Vom Anmeldeamt auszufuUen ■ 



1. Datum des tatsachlichen Eingangs dieser 
intemationalen Anmelduns: 



3. Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachtraglich. jedoch 
fristgerecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur Vervollstandiauna dieser intemationalen Anmelduns: 



4. Datum des fristeerechten Einsanss der anaefordenen 
Richtigstellungen nach Anikel n{2) PCt: 



2. Zeichnungen 
einge- 
gangen: 

nicht ein- 
gegangen: 



□ 
□ 



5. Vom Anmelder benannte 

Internationale Recherchenbehorde: 



ISA/ 



□ Ubermittlung des Recherchenexemplars bis zur 
Zahluna der^Recherchensebiihr auiseschoben 



• Vom Intemationalen Buro auszufiillen . 



Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Intemationalen Biiro: 



Formblan PCT/RO/101 (letztes Blatt) (Januar 1994: Nachdruck Januar 1998) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 
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Unser Zeichen: K 2564 - hu / msl 

Verfahren zur Identifizierung kanzerogener Agenzien 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Identifizierung kanzerogener 
Agenzien. 

In Nahrungsmittein, Kosmetika, Textilien, Werkstoffen, Chemikalien sowie 
anderen kunstlichen Erzeugnissen, aber auch in der Natur, konnmen eine Vieizahl 
bisher unbekannter Substanzen mit kanzerogenem Gefahrdungspotential vor, 
deren Zahl sich durch standige Neuentwicklungen erhoht. Daruber hinaus kon- 
nen auch physikalische Agenzien (z.B. Rontgenstrahlen, UV-Strahlung) Krebs 
auslosen. Zur Identifikation dieser Stoffe und Abschatzung ihres kanzerogenen 
Potentials wurden bisher verschiedene in-vivo und in-vitro Tests durchgefuhrt. 

Der sehr weit verbreitete Ames-Test, auch Salmonella-typhimurium-Test ge- 
nannt, beruht auf der Mutagenitat von Substanzen in Bakterien (Clonfero et aL, 
Med. Lav. SJL, S. 3-10 (1 990)). Ein ebenso bekannter in-vitro Test ist der SOS- 
Chromotest (Quillardet et al., Mutat. Res. 297 . S. 235-279 (1 993)), der auf der 
Induktion des bakteriellen SOS-Systems durch genotoxische Agenzien beruht. 
Beide Tests sind in ihrer Sensitivitat vergleichbar, haben aber den grundsatzli- 
chen Nachteil, da(S die genotoxische Wirkungen von Substanzen in Bakterien und 
hoheren Organismen unterschiedlich sein konnen und somit die Ergebnisse nicht 
auf den Saugetierorganismus ijbertragbar sind. Daher wurden vor wenigen 
Jahren der Micronucleus-Test (Miller et al., Environ. Mol. Mutagen. 26, S. 240- 
247 (1995)), der Einzel-Zell-Geltest (SCG-Test, auch Kometen-Assay genannt) 
und der Test auf Schwester-Chromosomen-Austausch (Hartmann et al., Mutat. 
Res. 346 , S. 49-56 (1995) entwickelt, die alle auf eukaryontischen Zellsyste- 
men basieren. 

Zur Untersuchung der mutagenen Wirkung von Substanzen oder physikalischen 
Agenzien in lebenden Organismen (in vivo) wurden Assays entwickelt, die auf 
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der Mutation bakterieller Reportergene (Lad- oder lac Z-Gen) beruhen, welche 
als Transgen in Mause eingebracht warden (Gossen et aL, Mutat. Res. 307 , S. 
451-459 (1994). Daraus entstanden die sog. Muta-Maus sowie die Big-Blue- 
Maus. 

Da die Tunnorentstehung ein nnultifaktorieller und in alien Einzelheiten bisher 
nicht aufgeklarter Vorgang ist, sind Verfahren unzureichend, die nur einzeine 
Aspekte (z.B. Mutationserzeugung) der Tunnorentstehung analysieren. Im Falle 
eines negativen Ergebnisses kann dannit a priori die Kanzerogenitat eines Stoffes 
Oder physikalischen Agens nicht ausgeschlossen werden. Zudem sind die fur den 
Genotoxizitatsnachweis von chemischen und physikalischen Agenzien zumeist 
verwendeten bakteriellen Systeme nur mit Einschrankungen auf hohere Organis- 
men ubertragbar. Es gilt daher festzuhalten, daS nach heutigem Stand der 
Technik nur die Tunnorentstehung selbst ein sicherer Paranneter ist, um das 
kanzerogene Gefahrdungspotential eines chemischen oder physikalischen Agens 
zu ernnitteln. Aus diesenn Grund wurden schon vor vielen Jahren direkte Kanze- 
rogenitats-Tests an Nagetieren eingefuhrt. Bei diesen in vielen Landern fur die 
Zulassung neuer Substanzen vorgeschriebenen Tests nnussen jedoch oft sehr 
hohe Dosen der betreffenden Substanz appliziert werden, um keine falsch 
negativen Ergebnisse zu erhalten. Es wurde daher der wichtige Einwand erho- 
ben, dais die erztelten positiven Ergebisse nicht durch eine echte Kanzerogenitat 
der Substanzen ausgelost werden, sondern dafS lediglich eine unspezifische 
Stimulierung der Zellteilung infolge der Uberdosierung voriiegt. Erst durch diese 
mitogene Aktivierung wurden Mutationen und in der Folge Krebs entstehen, so 
daQ> auch mit diesen Tests, die falsch positive Ergebnisse liefern, keine verlass- 
lichen Ergebnisse uber die Kanzerogenitat von Substanzen erhalten werden. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht deshalb darin, ein Verfahren 
bereitzustellen, mit dem kanzerogene Agenzien zuverlassig identifiziert werden 
konnen. 

Gelost wird diese Aufgabe durch die Gegenstande der Patentanspruche. 



24. Juni 1 998 



- 3 - 

Das erfindungsgemafSe Verfahren wird unter Verwendung eines Saugetiers, 
bevorzugt eines Nagetiers, besonders bevorzugt unter Verwendung einer Maus, 
durchgefuhrt, bei welchem eine Storung in der DNA-Reparatur vorliegt. Die 
Storung in der DNA-Reparatur basiert auf der trans-dominanten Hemmung der 
Poly{ADP-Ribose)-Polymerase (abgekurzt PARP), einenn an DNA-Reparaturvor- 
gangen beteiligten Enzym. Die Hemnnung der PARP beruht bevorzugt auf Expres- 
sion einer dominant negativen Mutante der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase, 
bevorzugt der transgenen Expression einer solchen Mutante in einem Saugetier, 
wodurch ein transgenes Tier entsteht, das auch Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung ist. Die PARP besitzt eine DNA-Bindungsdomane (abgekurzt DBD), 
welche die Bindung an DNA-Strangbruche ermoglicht und zu einer Enzymaktivi- 
tat der PARP fuhrt, wodurch eine Reparatur der Strangbruche ermoglicht wird.- 
Bei der dominant negativen PARP-Mutante liegt jedoch eine Deletion vor, so da(S 
nur die DNA-Bindungsdomane der PARP exprimiert wird. Dies bewirkt eine Hem- 
mung der PARP-Enzymfunktion und damit der DNA-Reparatur. Die Expression 
dieser PARP-Mutante hat keinen Einfluli auf Zellteilung und Zellvitaiitat in Ab- 
wesenheit von genotoxischem Stress. Werden aber genotoxische (chemische 
Oder physikalische) Agenzien appliziert, fuhrt die PARP-Hemmung zu einer 
erheblichen Steigerung der Sensitivitat der Zeilen gegen diese Behandlungen. Die 
Anwesenheit der PARP-Mutante fuhrt dann zu einer gesteigerten genetischen 
Instabilitat nach Kanzerogenbehandlung, die sich in erhohter Rekombination 
sowie verstarkter Genamplifikation aufSert. AuBerdem fuhrt die Storung der 
PARP-Funktion zu einer gesteigerten Mutagenitat genotoxischer Agentien. Damit 
fuhrt die Storung der zellularen PARP-Funktion zu einer erhohten Rate verschie- 
dener genetischer Veranderungen {Mutationen, Rekombinationen, Genamplifika- 
tion) nach Behandlung mit einem Kanzerogen. Diese verschiedenen genetischen 
Veranderungen lassen, in Abhangigkeit von der Natur des kanzerogenen Agens 
und der Art seiner Applikation, verschiedene Wege der Tumorentstehung zu 
(z.B. Onkogenampiifikation, Tumorsuppressorgen-Mutation oder Kombinationen 
davon). 

Das bei dem erfindungsgemafSen Verfahren eingesetzte Saugetier, bevorzugt die 
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transgene Maus, hat vorteilhafterweise eine Haut-spezifische Expression der 
dominant-negativen PARP-Mutante, wobei selbstverstandlich auch jede andere 
organspezifische Expression nnoglich ist. Die Haut ist aber wegen der guten Er- 
reichbarkeit und Kontrollierbarkeit das bevorzugte Organ fur Kanzerogenese- 
Untersuchungen. Zur Steuerung des Transgens kann jeder dem Fachmann 
bekannte Promotor, der eine gewebespezifische Expression, bevorzugt in der 
Haut, eriaubt, verwendet werden; bevorzugt wird der Zytokeratin-1 4-Promotor 
verwendet, der eine Expression in der zellteilungsaktiven Basalschicht gestattet, 
aus welcher bevorzugt Hauttumoren entstehen (Vassar et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci USA 86, S. 1563-1567 (1989)). 

In bevorzugter Weise wird zur Herstellung des transgenen Saugetiers ein Frag- 
ment verwendet, das folgenden Aufbau hat (s. Fig. 1): 

1 ,946 kB Aval-Fragment des humanen Zytokeratinpromotors (Vas- 
sar et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, S. 1 563-1 567 (1 989)) 
1,156 kB DBD-Fragment von Position -29 bis zur internen NIa IV- 
Stelle bei 1 127 der humanen Poly (ADP-Ribose)-Polymerase (Cher- 
ney et al., Proc. natl. Acad. Sci. USA 84. S. 8370-8374 (1987)) 
0,486 kB des Polyadenylierungssignals des humanen Zytokeratin- 
promotors (Vassar et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86. S. 1563- 
1567 (1989)) 

Ein dieses Fragment enthaltender Vektor (pKDinoDBD) wurde am 1 1 . Juni 1 997 
unter der Nummer DSM 1 1 594 bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroor- 
ganismen und Zellkulturen, Braunschweig) hinterlegt. 

Das transgene Saugetier wird nach der von Hogan et al. ("Manipulating the 
mouse embryo: A laboratory manual", Cold Spring Habor Laboratory, New York 
(1986)) allgemein beschriebenen Methode hergestellt. Dazu eignet sich beson- 
ders die Mikroinjektion eines entsprechenden DNA-Fragments in befruchtete 
Maus-Oozyten und nachfolgende Implantation in scheintrachtige Weibchen. Es 
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entstehen Nachkommen, die das Transgen enthalten und an ihre Nachkommen 
weitergegeben (DBD-Linie). 

Das erfindungsgemalSe Verfahren wird in Form eines in-vivo-Assays durchge- 
fuhrt. Es werden 10-15 Wochen alte transgene Tiere der DBD-Linie ausgesucht 
und fur den Test entsprechend akklinnatisiert. Fur jede Behandlung werden 10- 
15 Tiere (weiblich oder nnannlich) benotigt. Da ein wichtiges Zielorgan der 
Kanzerogenesestudien die Haut ist, werden die potentiell kanzerogenen chemi- 
schen Agenzien in jeweils 50-200 //I Losungsmittel, z.B. Wasser, physiologische 
Kochsalzlosung, Aceton oder Ethanol) zweinnal pro Woche topisch aufgetragen. 
Zur Untersuchung von potentiell karzinogenen physikalischen Agenzien werden 
entsprechende Applikationen ebenfalls zweimal pro Woche durchgefuhrt. Diese 
Behandlungen konnen bis zu 20 Wochen dauern. Um Tumorwachstum zu 
ermoglichen, wird eine zusatzliche Zeit von bis zu 40-80 Wochen nach der 
letzten Applikation veranschlagt. Als Positivkontrolie fur die Tumorerzeugung 
kann 5-50//g 7,1 2-Dinnethylbenzanthracen (DMBA) in derselben Versuchsanord- 
nung verwendet werden. Als Negativkontrolle kann das entsprechende Losungs- 
nnittel, das auch zur Auflosung der Testsubstanz verwendet worden war, aufge- 
tragen werden. Die Tiere werden wahrend der gesamten Versuchszeit regelma- 
Sig gewogen und die Applikationsstelle untersucht. Entstehende Papillome bzw. 
andere Hauttumoren werden einmal pro Woche makroskopisch untersucht und 
ggf. vermessen. Wenn Tumore eine kritische GrolSe erreicht haben (hangt von 
Tierart, Lage des Tumors und den nationalen Tierschutzbedingungen ab), werden 
die Tiere getotet und Tumorgewebe wird zur histologischen und molekularbiolo- 
gischen Charakterisierung entnommen. AulSerdem konnen Primarkulturen der 
Tumoren angelegt werden. Die Ergebnisse des Kanzerogenitatsversuche werden 
statistisch ausgewertet, wobei Dosis-Wirkungs-Beziehungen ermittelt werden 
konnen. Zur weiteren Analyse konnen Unterschiede der Turmorentstehung in 
den Geschlechtern sowie zu Wildtyp-Mausen ermittelt werden. Weitere Einzel- 
heiten zu in-vivo Kanzerogenitatsassays finden sich in Tennant et al.. Environ. 
Health Perspect. 103 , S. 942-950 (1995). 
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Im Vergleich zu alien in-vitro-Modellen, welche einzelne Vorgange der Tumorent- 
stehung herausgreifen (z.B. DNA-Schadigung, Mutationserzeugung) ist ein in- 
vivo-Assay aussagekraftiger, dessen biologischer Endpunkt die Tumorentstehung 
selbst ist. Inn Vergleich zu dem oben beschriebenen direkten Kanzerogenitats- 
Modell mit Nagetieren kann nnit dem erfindungsgemafSen Verfahren unter Ver- 
wendung des transgenen Saugetiers, das eine Storung in der DNA-Reparatur 
durch trans-dominante Hennnnung der PARP-Aktivitat aufweist, ein Sensitivitats- 
gewinn erzielt werden, wodurch das Problem der Uberdosierung und Erzeugung 
falsch positiver Ergebnisse verringert wird. Im Gegensatz zu den bekannten 
transgenen Mausmodellen umgeht das Verfahren der vorliegenden Erfindung das 
Problem der Bahnung in Richtung einer vorgegebenen Tumorgenese. Die PARP- 
Hemmung fuhrt zu einer grundlegenden Storung der DNA-Reparatur mit der 
Konsequenz einer Verstarkung der genetischen Instabilitat (Mutations-, Rekom- 
binations-, Genamplifikationsrate) nach Kanzerogenbehandlung, wodurch dann 
uber verschiedene Wege die Tumorentstehung begunstigt wird. 

Die Erfindung wird weiter anhand der Figuren beschrieben. 

Fig. 1 zeigt das Expressionsfragment aus pKDinoDBD 



K14-Prom. 



Promoter des humanen Zytokeratin-1 4- 



Gens 



DBD 



kodierende Sequenz der DNA-Bindungs- 
domane der humanen Poly(ADP-Ribose)- 
Polymerase (EC 2.4.2.30) 



P-A 



Polyadenylierungssignal des humanen 
Zytokeratin-1 4-Gens 



Die Erfindung wird weiter anhand der nachfolgenden Beispiele beschrieben. 
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BEISPIEL 1 : Herstellung der transgenen Mausiinie DBD # 354 

Das Plasmid pKDinoDBD (s. Fig. 1) wurde mit dem Restriktionsenzym Not I ge- 
schnitten. Nach Auftrennung der Restriktionsfragmente auf einem 1 %igen 
Agarosegel wurde ein 3,6 kB grolSes Fragment, welches die Expressionskassette 
von pKDinoDBD enthielt, isoliert und mittels eines kommerziell erhaltlichen Kits 
(z.B. "Gene Clean""= Dianova, Hannburg) nach den Angaben des Herstellers 
prapariert. Dieses Fragment wurde auf eine Konzentration von 2 ng//y| in 10 mM 
Tris-HCI (pH 7,6), 0,25 mM EDTA eingestellt. Fl-Weibchen aus der Kreuzung 
der Mausestamme C57BL/6 x DBA2 wurden durch Hormongaben einer Supero- 
vulation unterzogen. Nach der Verpaarung mit F1 -Mannchen (ebenfalls durch 
Kreuzung von C57BL/6 x DBA2) wurden befruchtete Eizellen aus den Weibchen 
prapariert, in die das vorstehend beschriebene DNA-Fragment mikroinjiziert 
wurde. Die Embryonen wurden in die Eileiter scheintrachtiger NMRI-Mause 
(Ammenmutter; zuvor verpaart mit vasektomierten Mannchen) implantiert. Die 
nach ca. 21 Tagen geborenen Tiere wurden anhand von DNA-Material aus 
Schwanz-Biopsien auf Anwesenheit des Transgens uberpruft. Dazu wurde die 
Technik der Polymerase-Kettenreaktion (PGR) mit folgenden Primern aus der 
kodierenden Sequenz der humanen PARP (Cherney et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 84, S. 8370-8374 (1987)) eingesetzt: 

5'-ATG GCG GAG TCT TCG GAT AAG CTC TA-3' (Primer 1, # 1-26) 
5'-GCC AGG CGT GGC CGC CAC GGA GG-3' (Primer 2, # 1 1 10-1088) 

Es wurden 22 PCR-Zyklen mit jeweils 200 ng genomischer DNA durchgefuhrt, 
wobei jeweils 300 sec. bei 95°C denaturiert, 60 sec. bei 60°C angelagert und 
120 sec. bei 72°C polymerisiert wurde. 

Ein positives Weibchen (Ohrmarke #354) wurde identifiziert. Aus der Schwanz- 
Biopsie dieses Tieres wurde Protein-Material gewonnen und mittels Western Blot 
auf Expression des Transgens untersucht. Dabei wurden sowohl der monoklona- 
le anti-DBD-Antikorper CII10 (Lamarre et a!., Biochim. Biophys. Acta 950, S. 
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1 47-1 60 (1 988)) als auch das gegen die DBD gerichtete anti-Fil-Kaninchenserum 
(Kupper et al., J. Biol. Chem. 265, S. 18721-18724 (1990)) eingesetzt. Mit 
beiden Antikorpern war die 45 kDa grofSe DNA-Bindungsdomane (DBD) im 
Western Blot nachweisbar, so daB der Beweis fur die Expression des Transgens 
erbracht wurde. Die Founder-DBD-Maus #354 wurde mit DBA2-Mannchen 
verpaart und die Nachkommenschaft analysiert. Das Transgen wird an die 
Nachkonnmen weitergegeben, so dafS die Linie DBD #354 stabil vorhanden ist. 

BEISPIEL 2: Identifizierung des kanzerogenen Potentials von fiinf ver- 

schiedenen Chemikalien 

12 Wochen alte Tiere der in Beispiel 1 beschriebenen Maus-DBD-Linie #354 
werden uber drei Wochen einer Akklimatisation an den Versuchsort unterzogen. 
Weibliche Tiere werden in Gruppen zu jeweils 5 Tieren/Kafig, mannliche Tiere 
werden einzein unter spezifisch pathogenfreien {SPF)-Bedingungen gehalten. Die 
Ernahrung der Tiere erfolgt nach Standard (#D1 001 0 Futter von Research Diets, 
New Brunswick, New Jersey, USA sowie Wasser ad libitum). Fur jede Behand- 
lung werden 10-15 Tiere (mannlich oder weiblich) benotigt. Die zu testenden 
putativ karzinogenen Chemikalien werden in mehreren Verdunnungsstufen in 
physiologischer Kochsalzlosung bzw. Aceton aufgenommen und 100 jj\ jeder 
Verdunnung jeweils zweimal pro Woche topisch aufgetragen. Als Positivkontrolle 
werden 20 jjg 7, 1 2-Dimethylbenzanthracen (DMBA) in 100 /j\ Aceton verwen- 
det. Als Negativkontroile wird Aceton appliziert. Die Behandlung wird fur 15 
Wochen durchgefuhrt. Die Tiere werden wochentlich gewogen und an der 
Applikationsstelle untersucht. 12 Wochen nach Ende der Behandlungen kann in 
der Gruppe der Positivkontrolle mit einem sichtbaren Tumorwachstum gerechnet 
werden, wobei erfahrungsgemaS die Tumoren rasch (innerhalb weiterer 12 
Wochen) an GroR^e zunehmen. Nach Erreichen einer kritischen TumorgrofSe 
werden die Tiere jeweils durch zervikale Dislokation getotet und der Tumor 
entnommen. ErwartungsgemaS zeigt sich in der Gruppe der mit Losungsmittel- 
behandelten Tiere auch nach 60 Wochen kein Tumorwachstum. 
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Alternativ kann ein sogenanntes Initiations-Promotionsprotokoll zur Anwendung 
kommen. Im Prinzip wird hierbei einmalig eine sehr niedrige Dosis eines initiieren- 
den (zumeist DNA-schadigenden) Karzinogens verabreicht, gefolgt von wie- 
derholten Anwendungen eines fur sich allein nicht-karzinogenen Tumorpromotors 
(Becker et al., Cancer Res. 56, S. 3244-3249, 1996). Hier wird als Positiv- 
kontrolle beispielsweise Methylnitrosoharnstoff (20 /jmo\ in 100 jj\ Aceton; 
einmalig topisch appliziert) verwendet. Sieben Tage spater wird dann mit dem 
Tumorpromotor Tetradecanoyl-Phorbol-Acetat (TPA) zweinnal wochentlich uber 
einen Zeitraunn von 22 Wochen welterbehandelt (je 10 mmol in 100 jj\ Aceton). 
Negativkontrollen sind hier Tiere, die anstelle des Methylnitrosoharnstoff le- 
diglich Aceton erhalten haben, dann jedoch gefolgt von der ubiichen TPA-Be- 
handlung. Die auf Kanzerogenitat zu testenden Chemikalien werden ebenfalls 
anstelle des Methylnitrosoharnstoffs appliziert, wiederum gefolgt von der ubii- 
chen TPA-Behandlung. Bei diesem Protokoll ist bei der Positivkontrolle nach 
spatestens 9 Wochen mit einem sichtbaren Tumorwachstum bei in Beispiel 1 be- 
schriebenen Maus der DBD-Linie #354 zu rechnen. 
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Patentanspriiche 

1) Verfahren zur Identifizierung kanzerogener Agenzien, wobei die potentiell 
kanzerogenen Agenzien einem Saugetier, das eine Storung in der DNA- 
Reparatur durch Hemmung der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase aufweist, 
verabreicht werden. 

2) Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Hemnnung der Poiy(ADP-Ribose)- 
Polymerase durch Expression einer dominant negativen Poly (ADP-Ribo- 
se)-Polymerase verursacht wird. 

3) Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Hemnnung der Poly{ADP- 
Ribose)-Polymerase durch einen transgenen Eingriff vorgenommen wird. 

4) Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei als Saugetier eine 
transgene Maus verwendet wird. 

5) Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei die Verabreichung 
der potentiell kanzerogenen Agentien durch topische Applikation erfolgt. 

6) Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei das Saugetier das in 
Fig. 1 gezeigte DNA-Konstrukt transgen exprimiert. 

7) Verwendung eines Saugetiers, das eine Storung in der DNA-Reparatur 
durch Hemmung der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase aufweist, zur Durch- 
fuhrung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 6. 

8) Verwendung nach Anspruch 7, wobei die Hemmung der Poly(ADP-Ribo- 
se)-Polymerase durch Expression einer dominant negativen Poly (ADP- 
Ribose)-Polymerase verursacht wird. 
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9) Verwendung nach Anspruch 7 oder 8, wobei es sich bei dem Saugetier 
um eine transgene Maus handelt. 
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Zusammenfassung 



Die vorliegende Anmeldung betrifft ein Verfahren zur Identifizierung kanzeroge- 
ner Agentien, wobei die potentiell kanzerogenen Agenzien einem Saugetier, das 
eine Storung in der DNA-Reparatur durch Hemmung der Poly(ADP-Ribose)- 
Polymerase aufweist, verabreicht werden. 



09/446808 




NotI Aval 



Aval 



NotI 







OBO 


Jp-A 





pKDinoDBD 
(6,6 kb) 



1 kb 



Expressionskassette 
Vektor-Anteil 



Fig. 1 



VERTRAG 0 DIE INTERNATIONALE ZUSA^ENARBEI T 

AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



r 



Absender: 



ANMELDEAMT 

wie unten angegeben 



Oti At^c^rcft icki^pVc^ ^JMitteilung uber den Eingang von Unterlagen 

I 0 3. JULI t^jlier vorbeblichen internationalen Anmeldun 

BASIS' nui^cUe^ 



Erled. 



jeblichen internationalen Anmeldung 

gemaR PCT Verwaltungsrichtlinien Abschnitt 301 



I Na me und Anschrift des Anwalts, falls kein Anwalt, des Anmelders [ 



ABSENDEDATUM beim Anmeldeamt 

0 2. Juli 1398 



AKTENZEICHEN DES ANMELDERS ODER ANWALTS 



KENNZEICHNUNG DER VORGEBLICHEN INTERNATIONALEN ANMELDUNG 



Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 

P fcT/DE9S/ 0 1797 



Bezeichnung der Erfindung 



Anmelder (Name) 



0 



MITTEILUNG 

Hiermit wird dem Anmelder mitgeteilt, dad beim Anmeldeamt am 

2 Juni 1338 

(Eingangsdatum der Unterlagen) 

Unterlagen eingegangen sind, die eine Internationale Anmeldung darstellen sollen. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB diese Unterlagen vom Anmeldeamt in Bezug auf die Erfordernisse von 
Artikel 11 Absatz 1, d.h. auf ihre Obereinstimmung mit den Erfordernissen fiir die Zuerkennung des internationa- 
len Anmeldedatums, noch nicht gepruft worden sind. 

Den Unterlagen ist vorlaufig das oben angegebene Internationale Aktenzeichen zugewiesen worden. Der Anmelder 
wird hiermit aufgefordert, im Schriftverkehr mit dem Anmeldeamt auf dieses Aktenzeichen Bezug zu nehmen. 



DAS ANME 


LDEAMT 


Deutsches Patentamt 
80297 Munchen 

Fax: 089/ 21 95 -22 21 


Bevollmachtigter Bediensteter: 
Tel.: 089/ 2195 -22 68 



PCT/RO/125 

1.85 



VERTRAgAeR die INTERNATIONALE ZU^^MENARBEIT 

AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



Absenden INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



An 

SCHUSSLER, Andrea 

Truderinger Strasse 246 

D-81825 Miinchen i — — 

GERMANY 1 c^'NGSCiA^v 

i 

1 fl ^ rrr-. f-^, 
/ <J .2. fuO. f.9; 

I 

J i! ^"nVO 


MITTEILUNG UBER DIE OBERMITTLUNG DES 
INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHTS 
ODER DER ERKLARUNG 

^'—^^ 1 (Regel44.l PCT) 




; ;Absendedatum ^ 
(fag/^onat/Jahr) q j ^qj / 1 999 


Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

K 2564 - sch/msl 


WEITERES VORGEHEN siehe Punkt 1 und 4 unten 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 98/01797 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 24/06/ 1 998 


Anmelder 

DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM et al . 



1. Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB der Internationale Recherchenbericht ersteilt wurde und ihm hiemriit ubemnittelt wird. 
Einreichung von Anderungen und einer Erklarung nach Artike) 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Anspruche der intemationaten Anmeldung andem (siehe Regel 46): 

Bis wann sind Anderungen elnzureichen? 

Die Frist zur Einreichung solcher Andemngen betragt ubiichenweise zwei Monate ab der Ubermittlung des 
intemationalen Recherchenberichts; weitere Einzeiheiten sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo sind die Anderungen elnzureichen? 

Unmittelbar beim Intemationalen Buro der WlPO, 34, CHEMIN des Colombettes, CH-121 1 Genf 20. 
Telefaxnr.: (41-22) 740.14.35 

Nahere Hinwelse sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2. Dem Anmelder wird mitgeteilt, da3 kein Internationale r Recherchenbericht ersteilt wird und daB ihm hiermit die Erklamng nach 
Artikel 17(2)a) ubermittelt wird. 



□ 



Hinsichtlich des Widerspruchsgegen die Entrichtung einer zusatzlichen Gebuhr (zusatzlicher Gebuhren) nach Regel 40.2 wird 
dem Anmelder mitgeteilt, daf3 

I I der Widerspruch und die Entscheldung hieruber zusammen mit seinem Antrag auf Ubermittlung des Wortlauts sowohl des 
' — ' Widerspruchs als auch der Entscheidung hieruber an die Bestimmungsamter dem Intemationalen Buro ubermittelt worden 
sind. 

I j noch keine Entscheidung uber den Widerspruch vortiegt; der Anmelder wird benachrichtigt, sobald eine Entscheidung 
' — ' getroff en wurde. 

Welteres Vorgehen: Der Anmelder wird auf folgendes aufmerksam gemacht: 

Kurz nach Ablauf von 18 Monaten seit dem Prioritatsdatum wird die Internationale Anmeldung vom Intemationalen Buro veroffenl^. 
licht. WUl der Anmelder die Veroffentlichung verhindem oder auf einen spateren Zeitpunkt verschieben, so muf3 gemaB Regel 90 .f 
bzw. 9Cr'?3 vor AbschluB der technischen Vortjereitjngen fur die Internationale Veroffentlichung eine Erklarung uber die Zurucknah- 
me der intemationalen Anmeldung oder desPrioritatsanspruchs beim Intemationalen Buro eingehen. 

Innerhalb von 19 Monaten seit dem Prioritatsdatum ist ein Antrag auf Internationale voriaufige Prufung einzureichen, wenn der 
Anmelder den Eintritt in die nationale Phase bis zu 30 Monaten seit dem Prioritatsdatum (in manchen Amtem sogarnoch langer) 
verschieben mochte. 
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ANMERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/22i7 



Diese Anmerkungen sollen grundlegende Hinweise zur Einreichung von Anderungen gem&B Artikel 19 geben. Diesen Anmerkungen 
ttegen de Erforderntsse des Vertrags Ober die tntemattonate Zusammenarfoeit auf dem Gebiet des Patentwesens (PCT), der AusfOhrungs- 
ordnung und der Verwattungsrichtfinien zu diesem Vertrag zugrunde. Bei Abweichungen zwtscben cfiesen Anmerkungen und 
obengenannten Texten sind tetztere maBgebend. Nfihere Einzelheiten sind dem PCT-Lertfaden fOr Anmelder, einer Verdffentlichung der 
WlPO, zu entnehmen. 

Die in diesen Anmerkungen verwendeten Begriffe 'Artikel*, 'Regef* und 'Abschnitt* bezrehen sioh jeweiis auf cfie Bestimmungen des 
PCT-Vertrags, der PCT-AusfQhrungsordnung bzw. der PCT-Verwaltungsrichtiinien. 

HINWEISE ZU Anderungen gemAss artikel is 

Nach Erhah des rntemationalen Recherchenberichts hat der Anmelder die M&glichkeit, einmal die AnsprOohe der intemationalen 
Anmeldung zu Andem. Es ist )edooh zu betonen, daB, da aile Teite der intemationalen Anmeldung (AnsprOche, Beschreibung und 
Zeichnungen) wfihrend des intemationalen vorl&ufigen PrOfungsverfahrens geArKlert werden kdnnen, normalerweise keine Notwendgkeit 
besteht, Anderungen der AnsprOche nach Artikel 1 9 einzuretchen, auBer wenn der Anmetder z.B. zum Zwecke etnes vorldufigen 
Sohutzes die VerflfferTtlichung cfieser Anspruche wOnscht oder ein anderer Grund fQr eine Anderung der AnsprQche vor ihrer intemationa- 
len Verdffentlichung vorliegt. Weitertiin ist zu beachten, daB ein voHAuftger Schutz nur in eintgen Staaten ertiAltlich ist. 



Wei Che Telle der Intemationalen Anmeldung k&nnen geilndert werden? 

Im Rahmen von Artiket 19 kdnnen nur die Anspruche ge&ndert werden. 

In der intemationalen Phase kdnnen die AnsprOche auch nach Artikel 34 vor der mtt der intemationalen voriAufigen PrOfung fc>eauf' 
tragten Beh6rde ge&idert (oder nochmals geAndert) werden. Die Beschreibung und die Zeichnungen kdnnen nur nach Artikel 34 
vor der mit der intemationalen vorlAufigen Prt}fung beauftragten Behdrde gedndert werden. 

Beim Eintritt in die nationale Phase kdnnen alle Tetle der intemationalen Anmeldung nach Artikel 28 oder gegebenenfalls Artikel 
41 geAndert werden. 



Bis wann aind Anderungen einzurelchen? 

Innerhalb von zwer Monaten ab der Obermrttlung des irrtemationalsn Recherchenbenchts oder innerhalb von sachzehn Monaten ab 
dem PrioritAtsdatum, )e nachdem, welche Frist spAter ablAuft. Die Anderungen getten jedooh als rechtzeitig eingereicht, wenn sie 
dem lntematk>nalen BOro nach AWauf der maOgebenden Frist, aber noch vor AbschluB der technisohen Vort)ereitungen fOr cfie 
Internationale Verdffentlfchung (Regel 46.1 ) zugehen. 



Wo aind die Anderungen nicht einzurelchen? 

Die Anderungen kdnnen nur beim Intemationalen BOro, nk^ aber belm Annr>ekieamt oder der Intemationalen Recherchenbehdrde 
eingereicht werden (Reget 46.2). 

Falls ein Ant rag auf intematbnale voriAufrge PrOfung eingereicht wurdeMird, siehe unten. 

In welcher Form kdnnen Anderungen erfolgen? 

Eirw ArKierung kann erfolgen durch Streichung eines oder mehrerer ganzer AnsprOche, durch HinzufOgung eines oder mehrerer 
neuer AnsprOche oder durch Anderung des Wortlauts eines oder mehrerer AnsprOche in der eingereichten Fassung. 

FOr iedes Anspruohsblatt, das sich aufgrund einer oder mehrerer Anderungen von dem uraprOnglich eingereichten Blatt 
urrterBoheidet, ist ein Ersatzblatt einzurelchen. 

Alle AnsprOohe, die auf etnem Ersatzblatt erscheinen, sind mit arabischen Ziffem zu numeheren. Wird ein Anspruch gesthchen, so 
brauchen, die anderen ArvsprOche nicht neu numeriert zu werden. Im Fall einer Neunumerierung sind die AnsprOche fortlaufend zu 
numerieren (Verwaltungsriohtlinien, Abschnitt 205 b)). 

Die Anderungen aInd In der Sprache abzufaaaen, In der dielntematlonale Anmeldung ver6ffentllcht wrird. 



Welche Unterlagen alnd den Anderungen belzufOgen? 
BegleKachreiben (Abachnttt 205 b)): 

Die Anderungen sind mit einem Beglertschretben einzurelchen. 

Das Begleitschreiben wird nicht zusammen mit der intemationalen Anmeldung und den geAnderten AnsprOchen verdffentlicht. Es 
ist nicht zu venwechsein mit der "ErWArung nach Artikel 19(1)" (siehe unten, "ErklArung nach Artikel 19 (1)*). 

Das Begleftachralben lat nach Wahl des Anmelders In engllscher oder franzdalacher Sprache abzuf aaaen. Bei engllschspra- 
chlgen Intemationalen Anmetdungen Ist das Beglettschrslben ak>er ebenfalls In engllacherp bei franxdalachaprachlgen Inter- 
natlonalen Anmeldungen In franzoalscher Sprache abzufassen. 
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ANMERKUITgEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 (F rtSSUung) 



Im Begleitschreiben &tnd die Unterschtede zwischen den AnsprOchen in der eingereichten FasBung und den gednderten AnsprOchen 
anzugeben. So ist msbesondere zu jedem Anspoich in der intemotionaien Anmetdung anzugeben (gleichlautende Angaben zu 
verschiedenen AnaprOchen Kdnnen zusammengefafSt warden), ob 

i) der Anspruch unver&idert tst; 

n) der Anspruch gesbichen worden tst; 

iti) der Anspruch neu ist; 

rv) der Anspruch einen Oder mehrere AnsprQohe in der eingereichten Fassung ersetzt; 

v) der Anspruch auf die Teilung eines Anspruchs in der eingereichten Fassung zurQokzufOhren tst. 



Im fotgenden slnd Belsplele angegeben, wie Andemngen Im Begleltshrelben zu erlfiutem sind: 

1. pA/enn anstelle von ursprOnglich 48 AnsprOchen nach der Anderung etniger AnsprOche 51 AnsprQche extstieren]: 

'Die AraprOche 1 bis 29, 31 , 32, 34, 35, 37 bis 4S werden durch ge&nderte AnsprOche gleicher Numerterung eraetzt; AnsprOche 
30, 33 und 36 unverAndert; neue AnsprOche 49 bis 51 hiruugefOgt." 

2. [Wenn anstelle von ursprOngtich 1 5 AnsprOchen nach der Anderung altar AnsprOche 1 1 AnsprQche extstieren]: 
'Ge&nderte AnsprOche 1 bis 1 1 treten an die Stetle der ArtsprOche 1 bis 1 5.* 

3. [Wenn ursprOnglich 14 AnsprOche existierten und die Anderungen darin bestehen, daB einige AnsprOche gestnchen werden und 
neue AnsprOche hinzugefOgt werden]: 

AnsprOche 1 bts 6 urKi 1 4 unverftndert; AnsprOche 7 bis 1 3 gestriehen; neue AnsprOche 15, 16 und 17 htrtzugefOgt/Oder" An- 
sprOche 7 bis 13 gestrichen. neue AnsprOche 15, 16 und 17 hinzugefOgt; alle Qbhgen AnsprOche unver&ndert.* 

4. [Wenn verschiedene Arten von Anderungen durchgefOhrt werden]: 

'AnspnQche 1-10 unverfindert; AnsprOche 1 1 bis 13, 18 und 19 gestrichen; AnsprOche 1 4, 15 und 16 durch geAnderten An- 
spruch 14 ersetzt; Anspruch 1 7 in gefinderte AnsprOche 1 5, 16 und 17 untertetit; neue AnsprOche 20 und 21 hinzugefOgt.' 

"EricUrung nach Artlkel 19(1)** (Regel 46.4) 

Den Anderungen kann eine Erklftrung beigefOgt werden, mit der de Anderungen eri&utert und ihre Auswirkungen auf die 
Beschreibung und die Zeichnungen dargelegt werden {die nicht nach Artikel 1 9 (1 ) ge&ndert werden kdnnen). 

Die ErkiArung wird zusammen mit der intemationalen Anmetdung und den geAnderten AnsprOchen verflffentlicht. 
Sle ist In der Sprache abmfassan, In der die intemationalen Anmeldung wrfttfentlleht wlrd. 

Sie muB kurz gehaften sein und darf , wenn in englisoher Sprache abgefaBt oder ins Englisohe Obersetzt, nicht mehr als 500 
W6rter umfassen 

Die ErkiArung ist ntcht zu verwechsetn mit dem Begteitschretben, das auf cfie Unterschiede zwischen den AnsprOchen in der 
eingereichten Fassung und den geAnderten AnsprOchen hinweist, und ersetzt letzteres nicht. Sie ist auf einem gesonderten Blatt 
einzureichen und in der Uberschrift ais seiche zu kennzeichnen, vorzugsweise mit den Worten 'ErMArung nach Artikel 19 (1)'. 

Die ErkiArung darf keine herabsetzenden AuBerungen Ober den intemationalen Recherchenbericht oder de Bedeutung von in dem 
Bericht angefOhrten Verdfferttlichungen enthalten. Sie darf auf im intemationalen Recherchenbericht angefOhrte Verdffentltchun- 
gen, cfie sich auf einen bestimmten Anspruch bezrehen, nur im Zusammenhang mit einer Anderung cfieses Anspruchs Bezug 
nehmen. 



Auswirkungen eines berelts gestettten Ant rags auf intematlonalevorlftufige PrOfung 

Ist zum Zeitpunkt der Einreiohung von Anderungen nach Artikel 19 tsereits ein Antrag auf intematk>nale vorlAufige PrOfung 
gestellt worden, so sollte der Anmelder in setnem Irrteresse gleichzeitig mit der Einreichung der Anderungen beim Intemation alen 
BOro auch eine Kopie der Anderurtgen bei der mit der intemationalen vortAufigen PrOfung beauftragen Behdrde einreichen (siehe 
Begel 62.2 a), erster Satz). 



Auswirkungen von Anderungen hinslctitllch der Obarsetzung derintemationalen Anmeldung balm EIntrttt In die 
natlonale Phase 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB bei Eintritt in cfie nationale Phase mdglicherweise anstatt oder zusfitzlich zu der Ober- 
setzung der ArwprOche in der eingereichten Fassung eine Ubersetzung der nach Artikel 19 geAnderten AnsprOche an cfie 
bestimmten/ausgewAhtten Amter zu Obermitteln ist. 

NAhere Einzelheiten Ober die Erfordemisse jedes t»stimmter\/ausgewAhlten Amts sind Band II des PCT-Leitfaderts fOr Anmelder 
zu entr>ehmen. 
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ATmenieii 


n 


Finoland 


LT 


Litauen 


SK 


Slowakci 


AT 


Ostencich 


FR 


Frankreich 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


AU 


Australien 


GA 


Gabun 


LV 


Lettland 


sz 


Swasiland 


AZ 


Aserfoaidschan 


GB 


Veiemigtcs KAnigreich 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad ^ 


BA 


Bosnien-Herzegowina 


GE 


Georgien 


MD 


Republik Moldau 


TG 


Togo 


BB 


Baibados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschikistan 


BE 


Belgien 


GN 


Guinea 


MK 


Die chemalige jugoslawische 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burluna Faso 


GR 


Griechcnland 




Republik Mazedonien 


TR 


TQrkei 


BG 


Bulgarien 


HU 


Ungam 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Irland 


MN 


Mongolei 


UA 


Ukraine 


BR 


Brasilien 


IL 


Israel 


MR 


Mauretanicn 


UC 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


■ US 


Vereinigte Staaten von 


CA 


Kanada 


IT 


Italien 


MX 


Mexiko 




Amerika 


CF 


Zentralafnkanische Rcpublik 


JP 


}apan 


NE 


Niger 


uz 


Usbekistan 


CG 


Kongo 


KE 


Kenia 


SL 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


CH 


Schweiz 


KG 


Kirgisistan 


NO 


Norwcgen 


YU 


Jugoslawien 


a 


C6le d'lvoire 


KP 


Demokratische VoBcsrepublik 


NZ 


Neuseeland 


ZW 


Zimbabwe 


CM 


Kamenin 




Korea 


PL 


Polen 






CN 


China 


KR 


Republik Korea 


PT 


Portugal 






CU 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


RO 


Rum^nien 






CZ 


Tschechischc RcpfublDc 


LC 


SL Lucia 


RU 


Russische FOderation 






DE 


Dcotschland 


U 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


Dancraark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Schweden 






EE 


Estland 


LR 


Liberia 


SG 


Singapur 
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Verfahren zur Identifizierung kanzerogener Agenzien 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Identifizierung kanzerogener 
Agenzien. 

In Nahrungsmittein, Kosmetika, Textilien, Werkstoffen, Chemikalien sowie 
anderen kunstlichen Erzeugnissen, aber auch in der Natur, kommen eine Vielzahl 
bisher unbekannter Substanzen mit kanzerogenem Gefahrdungspotential vor, 
deren Zahl sich durch standige Neuentwicklungen erhoht. Daruber hinaus kon- 
nen auch physikalische Agenzien (z.B. Rontgenstrahlen, UV-Strahlung) Krebs 
auslosen. Zur Identifikation dieser Stoffe und Abschatzung ihres kanzerogenen 
Potentials wurden bisher verschiedene in-vivo und in-vitro Tests durchgefuhrt. 

Der sehr welt verbreitete Ames-Test, auch Salnnonella-typhinnurium-Test ge- 
nannt, beruht auf der Mutagenitat von Substanzen in Bakterien (Clonfero et aL, 
Med. Lav. 81, S. 3-10 (1990)). Ein ebenso bekannter in-vitro Test ist der SOS- 
Chromotest (Quillardet et al., Mutat. Res. 297 , S. 235-279 (1 993)), der auf der 
Induktion des bakteriellen SOS-Systems durch genotoxische Agenzien beruht. 
Beide Tests sind in ihrer Sensitivitat vergleichbar, haben aber den grundsatzli- 
chen Nachteil, daB die genotoxische Wirkungen von Substanzen in Bakterien und 
hoheren Organismen unterschiedlich sein konnen und somit die Ergebnisse nicht 
auf den Saugetierorganismus ubertragbar sind. Daher wurden vor wenigen 
Jahren der Micronucleus-Test (Miller et al., Environ. Mol. Mutagen. 26, S. 240- 
247 (1995)), der Einzel-Zell-Geltest (SCG-Test, auch Kometen-Assay genannt) 
und der Test auf Schwester-Chromosomen-Austausch (Hartmann et al., Mutat. 
Res. 346 , S. 49-56 (1995) entwickelt, die alle auf eukaryontischen Zellsyste- 
men basieren. 

Zur Untersuchung der mutagenen Wirkung von Substanzen oder physikalischen 
Agenzien in lebenden Organismen (in vivo) wurden Assays entwickelt, die auf 
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der Mutation bakterieller Reportergene (Lad- oder lac Z-Gen) beruhen, welche 
als Transgen in Mause eingebracht wurden (Gossen et al., Mutat. Res. 307 , S. 
451-459 (1994). Daraus entstanden die sog. Muta-Maus sowie die Big-Blue- 
Maus. 

Da die Tumorentstehung ein multifaktorieller und in alien Einzelheiten bisher 
nicht aufgeklarter Vorgang ist, sind Verfahren unzureichend, die nur einzelne 
Aspekte (z.B. Mutationserzeugung) der Tumorentstehung analysieren. Im Falle 
eines negativen Ergebnisses kann damit a priori die Kanzerogenitat eines Stoffes 
Oder physikalischen Agens nicht ausgeschlossen werden. Zudem sind die fiir den 
Genotoxizitatsnachweis von chemischen und physikalischen Agenzien zumeist 
verwendeten bakteriellen Systeme nur mit Einschrankungen auf hohere Organis- 
nnen ubertragbar. Es gilt daher festzuhalten, daS nach heutigem Stand der 
Technik nur die Tunnorentstehung selbst ein sicherer Parameter ist, um das 
kanzerogene Gefahrdungspotential eines chemischen oder physikalischen Agens 
zu ermi.tteln. Aus diesem Grund wurden schon vor vielen Jahren direkte Kanze- 
rogenitats-Tests an Nagetieren eingefuhrt. Bei diesen in vielen Landern fiir die 
Zulassung neuer Substanzen vorgeschriebenen Tests mussen jedoch oft sehr 
hohe Dosen der betreffenden Substanz appliziert werden, um keine falsch 
negativen Ergebnisse zu erhalten. Es wurde daher der wichtige Einwand erho- 
ben, daB die erzielten positiven Ergebisse nicht durch eine echte Kanzerogenitat 
der Substanzen ausgelost werden, sondern daB lediglich eine unspezifische 
Stimulierung der Zelltetlung infolge der Uberdosierung vorliegt. Erst durch diese 
mitogene Aktivierung wurden Mutationen und in der Folge Krebs entstehen, so 
dali auch mit diesen Tests, die falsch positive Ergebnisse liefern, keine veriass- 
lichen Ergebnisse uber die Kanzerogenitat von Substanzen erhalten werden. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht deshalb darin, ein Verfahren 
bereitzustellen, mit dem kanzerogene Agenzien zuverlassig identifiziert werden 
konnen. 

Gelost wird diese Aufgabe durch die Gegenstande der Patentanspriiche. 
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Das erfindungsgemaBe Verfahren wird unter Verwendung eines Saugetiers, 
bevorzugt eines Nagetiers, besonders bevorzugt unter Verwendung einer Maus, 
durchgefiihrt, bei welchem eine Storung in der DNA-Reparatur vorliegt. Die 
Storung in der DNA-Reparatur basiert auf der trans-dominanten Hemmung der 
Poly{ADP-Ribose)-Polymerase (abgekiirzt PARR), elnem an DNA-Reparaturvbr- 
gangen beteiligten Enzynn. Die Hemmung der PARP beruht bevorzugt auf Expres- 
sion einer dominant negativen Mutante der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase, 
bevorzugt der transgenen Expression einer solchen Mutante in einem Saugetier, 
wodurch ein transgenes Tier entsteht, das auch Gegenstand der vorliegenden 
Erfindung ist. Die PARP besitzt eine DNA-Bindungsdomane (abgekurzt DBD), 
weiche die Bindung an DNA-Strangbruche ermoglicht und zu einer Enzymaktivi- 
tat der PARP fuhrt, wodurch eine Reparatur der Strangbriiche ermoglicht wird.- 
Bei der dominant negativen PARP-Mutante liegt jedoch eine Deletion vor, so daB 
nur die DNA-Bindungsdomane der PARP exprimiert wird. Dies bewirkt eine Hem- 
mung der PARP-Enzymfunktion und damit der DNA-Reparatur. Die Expression 
dieser PARP-Mutante hat keinen EinfluS auf Zellteilung und Zellvitalitat in Ab- 
wesenheit von genotoxischem Stress. Werden aber genotoxische {chemische 
Oder physikalische) Agenzien appliziert, fuhrt die PARP-Hemmung zu einer 
erheblichen Steigerung der Sensitivitat der Zellen gegen diese Behandlungen. Die 
Anwesenheit der PARP-Mutante fuhrt dann zu einer gesteigerten genetischen 
Instabilitat nach Kanzerogenbehandlung, die sich in erhohter Rekombination 
sowie verstarkter Genamplifikation auBert. AuBerdem fuhrt die Storung der 
PARP-Funktion zu einer gesteigerten Mutagenitat genotoxischer Agentien. Damit 
fuhrt die Storung der zellularen PARP-Funktion zu einer erhohten Rate verschie- 
dener genetischer Veranderungeo (Mutationen, Rekombinationen, Genamplifika- 
tion) nach Behandlung mit einem Kanzerogen. Diese verschiedenen genetischen 
Veranderungen lassen, in Abhangigkeit von der Natur des kanzerogenen Agens 
und der Art seiner Applikation, verschiedene Wege der Tumorentstehung zu 
(z.B. Onkogenamplifikation, Tumorsuppressorgen-Mutationoder Kombinationen 
davon). 

Das bei dem erf indungsgemaBen Verfahren eingesetzte Saugetier, bevorzugt die 
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transgene Maus, hat vorteilhafterweise eine Haut-spezifische Expression der 
dominant-negativen PARP-Mutante, wobei selbstverstandlich auch jede andere 
organspezifische Expression moglich ist. Die Haut ist aber wegen der guten Er- 
reichbarkeit und Kontrollierbarkeit das bevorzugte Organ fiir Kanzerogenese- 
Untersuchungen. Zur Steuerung des Transgens kann jeder dem Fachmann 
bekannte Promotor, der eine gewebespezifische Expression, bevorzugt in der 
Haut, eriaubt, verwendet werden; bevorzugt wird der Zytokeratin-14-Promotor 
verwendet, der eine Expression in der zellteilungsaktiven Basalschicht gestattet, 
aus welcher bevorzugt Hauttumoren entstehen (Vassar et al., Proc. Natl. Acad. 
Sci USA 86, S. 1563-1567 (1989)). 

in bevorzugter Weise wird zur Herstellung des transgenen Saugetiers ein Frag- 
ment verwendet, das folgenden Aufbau hat (s. Fig. 1): 

1 ,946 kB Aval-Fragnnent des humanen Zytokeratinpromotdrs (Vas- 
sar et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, S. 1563-1567 (1989)) 
1,156 kB DBD-Fragment von Position -29 bis zur internen NIa IV- 
Stelle bei 1 127 der humanen Poly |ADP-Ribose)-Polymerase (Cher- 
ney et al., Proc. natl. Acad. Sci. USA 84, S. 8370-8374 (1987)) 
0,486 kB des Polyadenylierungssignals des humanen Zytokeratin- 
promotors (Vassar et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, S. 1563- 
1567 (1989)) 

Ein dieses Fragment enthaltender Vektor (pKDinoDBD) wurde am 1 1 . Juni 1 997 
unter der Nummer DSM 1 1 594 bei der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroor- 
ganismen und Zellkulturen, Braunschweig) hinterlegt. 

Das transgene Saugetier wird nach der von Hogan et al. ("Manipulating the 
mouse embryo: A laboratory manual", Cold Spring Habor Laboratory, New York 
n986)) allgemein beschriebenen Methode hergestellt. Dazu eignet sich beson- 
ders die Mikroinjektion eines entsprechenden DNA-Fragments in befruchtete 
Maus-Oozyten und nachfoigende Implantation in scheintrachtige Weibchen. Es 
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entstehen Nachkommen, die das Transgen enthalten und an ihre Nachkommen 
weitergegeben (DBD-Linie). 

Das erfindungsgemaSe Verfahren wird in Form eines in-vivo-Assays durchge- 
fuhrt, Es werden 10-15 Wochen alte transgene Tiere der DBD-Linie ausgesucht 
und fur den Test entsprechend akklinnatisiert. Fur jede Behandlung werden 10- 
15 Tiere (weiblich oder mannlieh) benotigt. Da ein wichtiges Zielorgan der 
Kanzerogenesestudien die Haut ist, werden die potentiell kanzeroigenen chemi- 
schen Agenzien in jeweils 50-200 //I Losungsmittel, z.B. Wasser, physiologische 
Kochsalzldsung, Aceton oder Ethanol) zweimal pro Woche topisch aufgetragen. 
Zur Untersuchung von potentiell karzinogenen physikalischen Agenzien werden 
entsprechende Applikationen ebenfalls zweimal pro Woche durchgefuhrt. Diese 
Behandlungen konnen bis zu 20 Wochen dauern. Um Tumorwachstum zu 
ermoglichen, wird eine zusatzliche Zeit von bis zu 40-80 Wochen nach der 
letzten Applikation veranschlagt. Als Positivkontrolle fur die Tumorerzeugung 
kann 5-50 /;g 7,1 2-Dimethylbenzanthracen (DMBA) in derselben Versuchsanord- 
nung verwendet werden. Als Negativkontrolle kann das entsprechende Losungs- 
mittel, das auch zur Auflosung der Testsubstanz verwendet worden war, aufge- 
tragen werden. Die Tiere werden wahrend der gesamten Versuchszeit regelma- 
Sig gewogen und die Applikationsstelle untersucht. Entstehende Papillome bzw. 
andere Hauttumoren werden einmal pro Woche makroskopisch untersucht und 
ggf. vermessen, Wenn Tumore eine kritische GroBe erreicht haben (hangt von 
Tierart, Lage des Tumors und den nationalen Tierschutzbedingungen ab), werden 
die Tiere getotet und Tumorgewebe wird zur histologischen und molekutarbiolo- 
gischen Charakterisierung entnommen. AuBerdem konnen Primarkulturen der 
Tumoren angelegt werden. Die Ergebnissedes Kanzerogenitatsversuche werden 
statistisch ausgewertet, wobei Dosis-Wirkungs-Beziehungen ermittelt werden 
konnen. Zur weiteren Analyse konnen Unterschiede der Turmorentstehung in 
den Geschlechtern sowie zu Wildtyp-Mausen ermittelt werden. Weitere Einzel- 
heiten zu in-vivo Kanzerogenitatsassays finden sich in Tennant et a!.. Environ. 
Health Perspect. 103, S. 942-950 (1995). 
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Im Vergleich zu alien in-vitro-Modellen, welche einzelne Vorgange der Tumorent- 
stehung herausgreifen (z.B. DNA-Schadigung, Mutationserzeugung) ist ein in- 
vivo-Assay aussagekraftiger, dessen biologischer Endpunkt die Tumorentstehung 
selbst ist. Im Vergleich zu dem oben beschriebenen direkten Kanzerogenitats- 
Modell mit Nagetieren kann mit dem erfindungsgemaBen Verfahren unter Ver- 
wendung des transgenen Saugetiers, das eine Storung in der DNA-Reparatur 
durch trans-dominante Hemmung der PARP-Aktivitat auf weist, ein Sensitivitats- 
gewinn erzielt werden, wodurch das Problem der Uberdosierung und Erzeugung 
falsch positiver Ergebnisse verringert wird. Im Gegensatz zu den bekannten 
transgenen Mausmodellen umgeht das Verfahren der vorliegenden Erfindung das 
Problem der Bahnung in Richtung einer vorgegebenen Tumorgenese. Die PARP- 
Hemmung fuhrt zu einer grundlegenden Storung der DNA-Reparatur mit der 
Konsequenz einer Verstarkung der genetischen Instabilitat (Mutations-, Rekom- 
binations-, Genamplifikationsrate) nach Kanzerogenbehandlung, wodurch dann 
uber verschiedene Wege die Tumorentstehung begiinstigt wird. 

Die Erfindung wird weiter anhand der Figuren beschrieben. 

Fig. 1 zeigt das Expressionsfragment aus pKDinoDBD 

K14-Prom. = Promotor des humanen Zytokeratin-14- 

Gens 

DBD = kodierende Sequenz der DNA-Bindungs- 

* domane der humanen Poly(ADP-Ribose)- 

Polymerase (EC 2.4.2.30) 
p-A = Polyadenylierungssignal des humanen 

Zytokeratin- 1 4-Gens 

Die Erfindung wird weiter anhand der nachfolgenden Beispiele beschrieben. 
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BEISPIEL 1 : Herstellung der transgen n Mauslinie DBD # 354 

Das Plasmid pKDinoDBD (s. Fig. 1) wurde mit dem Restriktionsenzym Not I ge- 
schnitten. Nach Auftrennung der Restriktionsfragmente auf einem 1 %igen 
Agarosegel wurde ein 3,6 kB groRes Fragment, welches die Expressionskassette 
von pKDinoDBD enthielt, isoliert und mittels eines kommerziell erhaltlichen Kits 
(z.B. "Gene Clean"''- Dianova, Hamburg) nach den Angaben des Herstellers 
prapariert. Dieses Fragment wurde auf eine Konzentration von 2 ng///l in 10 mM 
Tris-HCI (pH 7,6), 0,25 mM EDTA eingestellt. Fl-Weibchen aus der Kreuzung 
der Mausestamme C57BL/6 x DBA2 wurden durch Hormongaben einer Supero- 
vulation unterzogen. Nach der Verpaarung mit Fl-Mannchen (ebenfalls durch 
Kreuzung von C57BL/6 x DBA2) wurden befruchtete Eizellen aus den Weibchen 
prapariert, in die das vorstehend beschriebene DNA-Fragment mikroinjiziert 
wurde. Die Embryonen wurden in die Eileiter scheintrachtiger NMRI-Mause 
(Ammenmutter; zuyor verpaart mit vasektomierten Mannchen) implantiert. Die 
nach ca. 21 Tagen geborenen Tiere wurden anhand von DNA-Material aus 
Schwanz-Biopsien auf Anwesenheit des Transgens uberpriift. Dazu wurde die 
Technik der Polymerase-Kettenreaktion (PGR) mit folgenden Primern aus der 
kodierenden Sequenz der humanen PARP (Cherney et a!., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 84, S. 8370-8374 (1987)) eingesetzt: 

5'-ATG GCG GAG TCT TCG GAT AAG CTC TA-3' (Primer 1, # 1-26) 
5'-GCC AGG CGT GGC CGC CAC GGA GG-3' (Primer 2, # 1 1 10-1088) 

Es wurden 22 PCR-Zyklen mit jeweils 200 ng genomischer DNA durchgefuhrt, 
wobei jeweils 300 sec. bei 95 °C denaturiert, 60 sec. bei 60° C angelagert und 
120 sec. bei 72*^C polymerisiert wurde. 

Ein positives Weibchen (Ohrmarke #354) wurde identifiziert. Aus der Schwanz- 
Biopsie dieses Tieres wurde Protein-Material gewonnen und mittels Western Blot 
auf Expression des Transgens untersucht. Dabei wurden sowohl der monoklona- 
le anti-DBD-Antikorper CII10 (Lamarre et al., Biochim. Biophys. Acta 950 . S. 
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1 47-1 60 (1 988)) als auch das gegen die DBD gerichtete anti-FII-Kaninchenserum 
(Kupper et al., J. Biol, Chem. 265. S. 18721-18724 (1990)) eingesetzt. Mit 
beiden Antikorpern war die 45 kDa groBe DNA-Bindungsdomane (DBD) im 
Western Blot nachweisbar, so daB der Beweis fur die Expression des Transgens 
erbracht wurde. Die Founder-DBD-Maus #354 wurde mit DBA2-Mannchen 
verpaart und die Nachkommenschaft analysiert. Das Transgen wird an die 
NachkomnDen weitergegeben, so daS die Linie DBD #354 stabil vorhanden ist. 

BEISPIEL 2: Identifizierung des kanzerogenen Potentials von funf ver- 

schiedenen Chemikalien 

12 Wochen alte Tiere der in Beispiel 1 beschriebenen Maus-DBD-Linie #354 
werden uber drei Wochen einer Akklinnatisation an den Versuchsort unterzogen. 
Weibliche Tiere werden in Gruppen zu jeweils 5 Tieren/Kafig, nnannliche Tiere 
werden einzein unter spezif isch pathogenfreien {SPF)-Bedingungen gehalten. Die 
Ernahrung der Tiere erfolgt nach Standard {#D10010 Futter von Research Diets, 
New Brunswick, New Jersey, USA sowie Wasser ad libitum). Fur jede Behand- 
lung werden 10-15 Tiere (mannlich oder weiblich) benotigt. Die zu testenden 
putativ karzinogenen Chemikalien werden in mehreren Verdiinnungsstufen in 
physiologischer Kochsalzlosung bzw. Aceton aufgenommen und 100 //I jeder 
Verdunnung jeweils zweimal pro Woche topisch aufgetragen. Als Posit ivkontrolle 
werden 20 jjg 7,12-Dimethylbenzanthracen (DMBA) in 100 jj\ Aceton verwen- 
det. Als Negativkontrolle wird Aceton appliziert. Die Behandlung wird fOr 1 5 
Wochen durchgefuhrt. Die Tiere werden wochentlich gewogen und an der 
Applikationsstelle untersucht. 12 Wochen nach Ende der Behandlungen kann in 
der Gruppeder Positivkontrolle mit einem sichtbaren Tumorwachstum gerechnet 
werden, wobei erfahrungsgemaB die Tumoren rasch (innerhalb weiterer 12 
Wochen) an Grol^e zunehmen. Nach Erreichen einer kritischen TumorgroBe 
werden die Tiere jeweils durch zervikale Dislokation getotet und der Tumor 
entnommen. ErwartungsgemaS zeigt sich in der Gruppe der mit Losungsmittel- 
behandelten Tiere auch nach 60 Wochen kein Tumorwachstum. 
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Alternativ kann ein sogenanntes Initiations-Promotionsprotokoll zur Anwendung 
kommen. Im Prinzip wird hierbei einmalig eine sehr niedrige Dosis eines initiieren- 
den (zumeist DNA-schadigenden) Karzinogens verabreicht, gefolgt von wie- 
derholten Anwendungen eines fiir sich allein nicht-karzinogenen Tumorpronnotors 
(Becker et al., Cancer Res. 56, S. 3244-3249, 1996). Hier wird als PositiV- 
kontrolle beispielsweise Methylnitrosoharnstoff (20 jjmo\ in 100 fjl Aceton; 
einmalig topisch appliziert) verwendet. Sieben Tage spater wird dann mit dem 
Tunnorpromotor Tetradecanoyl-Phorbol-Acetat (TPA) zweimal wochentlich uber 
einen Zeitraum von 22 Wochen weiterbehandelt (je 10 nnmol in 100 //I Aceton). 
Negativkontrollen sind hier Tiere, die anstelie des Methylnitrosoharnstoff le- 
diglich Aceton erhalten haben, dann jedoch gefolgt von der ubiichen TPA-Be- 
handiung. Die auf Kanzerogenitat zu testenden Chemikalien werden ebenfalls 
anstelie des Methylnitrosoharnstoffs appliziert, wiederum gefolgt von der ubii- 
chen TPA-Behandlung. Bei diesem Protokoll ist bei der Positivkontrolle nach 
spatestens 9 Wochen mit einem sichtbaren Tumorwachstum bei in Beispiel 1 be- 
schriebenen Maus der DBD-Linie #354 zu rechnen. 
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Pat ntanspruche 

1 ) Verfahren zur Identifizierung kanzerogener Agenzien, wobei die potentiell 
kanzerogenen Agenzien eihem Saugetier, das eine Storung in der DNA- 
Reparatur durch Hemmung der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase aufweist, 
verabreicht warden. 

2) Verfahren nach Anspruch 1 , wobei die Hemmung der Poly{ ADP-Ribose)- 
Polymerase durch Expression einer dominant negativen Poly (ADP-Ribo- 
se)-Polymerase verursacht wird. 

3) Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Hemmung der PolylADP- 
Ribose)-Polymerase durch einen transgehen Eingriff vorgenommen wird. 

4) Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei als Saugetier eine 
transgene Maus verwendet wird. 

5) Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei die Verabreichung 
der potentiell kanzerogenen Agentien durch topische Applikation erfolgt. 

6) Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, wobei das Saugetier das in 
Fig, 1 gezeigte DNA-Konstrukf transgen exprimiert. 

7) Verwendung eines Saugetiers, das eine Storung in der DNA-Reparatur 
durch Hemmung der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase aufweist, zur Durch- 
fuhrung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 6. 

8) Verwendung nach Anspruch 7, wobei die Hemmung der Poly(ADP-Ribo- 
se)-Polymerase durch Expression einer dominant negativen Poly (ADP- 
Ribose)-Polymerase verursacht wird. 
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9) Verwendung nach Anspruch 7 oder 8, wobei es sich bei dem Saugetier 
um eine transgene Maus handelt. 
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